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1 Einleitung

Der menschliche Organismus kann nur bestehen, weil fur unterschiedliche Gewebe
Anpassungsmechanismen existieren, die es dem Korper ermdéglichen auf eine
veranderte Belastungssituation entsprechend zu reagieren. Diese fallen natirlich ganz

unterschiedlich aus.

Fiir die Bewaltigung einer akuten Belastung, wie sie zum Beispiel bei sportlicher Aktivitat
auftritt, gibt es akute Anpassungsreaktion des Korpers. Diese bestehen unter anderem
aus Anpassungen im Kreislaufsystem um den gesteigerten Sauerstoff- und

Energiebedarf der arbeitenden Muskulatur zu decken.

Der langerfristige Effekt von sportlicher Aktivitdit besteht aus der Initiierung von
Anpassungsvorgangen, die Einfluss auf die Funktion und anatomische Struktur von
mesenchymalen Gewebe, insbesondere Muskel- und Knochengewebe hat. Diese

Anpassung beinhaltet zum Beispiel das Muskelwachstum und den Knochenaufbau.

Der genaue Mechanismus hinter diesen Anpassungsvorgangen ist noch nicht
vollkommen bekannt. Es wird vermutet, dass dabei Zytokine und Myokine eine
entscheidende Rolle spielen. Zytokine sind hormonell aktive Proteine, die nicht von
klassischen Hormondriisen, sondern vom betroffenen Gewebe selbst ausgeschiittet
werden. Handelt es sich bei dem Gewebe um Muskel, nennt man diese ausgeschiitteten

Proteine Myokine.



1.1 Anatomische und histologische Grundlagen

Um die Anpassungsreaktionen genauer zu verstehen, ist es essentiell sich mit der
Anatomie und Histologie der betroffenen Gewebearten vertraut zu machen. Im
Folgenden wird auf diese Grundlagen, explizit fir Muskel- und Knochengewebe,

genauer eingegangen.

1.1.1 Knochengewebe

Im menschlichen Korper unterhadlt Knochen drei wichtige Funktionen: Zum einen die
mechanische Stutzfunktion, zum anderen einen Speicherort fir Kalzium und drittens
einen Ort zur Hamatopoese. Um diese Aufgaben zu erfiillen hat Knochengewebe eine

ganz spezielle Architektur und unterliegt stetig einem Umbauprozess.

Makroskopisch lassen sich beim Knochen zwei Bauformen unterscheiden: Spongiosa
und Kompakta. Spongiosa besteht aus einem Gitterwerk von diinnen Platten und
Knochenbdlkchen (Trabekel) und befindet sich im Inneren des Knochens. Dabei sind die
Trabekel so angeordnet, dass sie Druck oder Zug aushalten kénnen (trajektorielle
Ausrichtung). Die Hohlrdume dazwischen werden im menschlichen Korper durch
Knochenmark ausgefiillt, das unter anderem fir die Hdmatopoese zustandig ist. Im
Gegensatz dazu steht die Kompakta, die die homogen erscheinende Rindenschicht

(Corticalis) eines Knochens ausmacht. [2]

Der Knochenumbau geschieht in einem solchen Ausmal3, dass dabeiim Jahr ca. 18% des
ganzen Skelettkalziums umgesetzt wird. An diesem Vorgang sind direkt im Knochen drei
verschiedene Zellarten direkt beteiligt. Den Knochenaufbau libernehmen Osteoblasten
(Knochenbildner). Dafiir synthetisieren sie Kollagen (fir neue Knochenlamellen) und
regulieren die Mineralisation dieser Matrix. Werden Osteoblasten dann von anderen
Osteoblasten komplett in mineralisierte Matrix eingebaut, differenziert ein Teil zu
Osteozyten aus. Diese halten Uber Ausldufer Kontakt mit benachbarten Osteozyten.
Dieses Netzwerk wirkt als hauptsachlicher Mechanosensor fiir physikalische
Beanspruchung des Knochens und leitet den Knochenumbau ein. Dabei aktivieren

Osteozyten Signalwege, die den Knochenaufbau und -abbau regulieren.



Osteoklasten sind die Gegenspieler des Knochenaufbaus. Sie sind mehrkernige
Riesenzellen, deren Aufgabe die Knochenresorption ist. Dabei wird durch Saure und
Enzyme die mineralische und organische Matrix aufgel&st. Dies geschieht zum einen zur
Bereitstellung von Kalzium und Phosphat fiir den Organismus und ist zum anderen ein

Teil des Knochenumbaus, dem sogenannten ,bone remodelling”. [2, 3]

1.1.2 Muskelgewebe

Die Muskulatur macht etwa 50 Prozent der Kérpermasse aus. Man kann sie je nach
Histologie und Funktion in drei verschiedene Typen einteilen. Die groBte Gruppe stellt
die quergestreifte Skelettmuskulatur da. Daneben gibt es die Herzmuskulatur, die durch
Eigenerregung die Herzaktivitat auslost und ausfihrt. Zuletzt gibt es noch die Gruppe
der glatten Muskulatur, die vom vegetativen Nervensystem gesteuert wird und sich je

nach Vorkommen sehr heterogen in Bezug auf Aufbau und Funktion darstellt. [4]

Flr diese Studie wird explizit die quergestreifte Skelettmuskulatur betrachtet. Sie ist Teil
des menschlichen muskuloskelettalen Systems und spielt damit eine entscheidende
Rolle bei der Fortbewegung. Diese Muskeln sind auch als einziger Muskeltyp tber das
somatische Nervensystem innerviert, das heifSt, man kann sie willkirlich steuern. Eine
weitere Funktion ist zum Beispiel die Warmeproduktion, die wichtig flar die

Temperaturregulierung des Korpers ist. [4, 5]

Der menschliche Kérper besitzt um die 400 Einzelmuskeln. [4] Diese bestehen aus vielen
meist parallel angeordneten Muskelzellen. Eine Muskelzelle oder auch ,,Muskelfaser” ist
ein Synzytium mehrerer Myoblasten und damit eine vielkernige Riesenzelle, die
mehrere Zentimeter Lange aufweisen kann. Sie enthilt einzelne Myofibrillen, die aus
Sarkomeren aufgebaut sind. Sarkomere bestehen wiederum aus Filamenten wie Aktin,
Titin und Myosin und enthalten zusatzlich regulatorische Komplexe wie Troponin und
Tropomyosin. Durch spezifische, sehr regelmaRige Anordnung dieser Bestandteile und
deren unterschiedlicher Brecheigenschaften fiir Licht kommt es zu einer optischen
Querstreifung dieser Zellen unter dem Lichtmikroskop. Die Myofibrillen sind von einer

eiweiRhaltigen Flussigkeit, dem Sarkoplasma, umgeben, die unter anderem auch



Myoglobin enthalt. Myoglobin ist der Struktur von Hamoglobin im Blut sehr dhnlich und
kann ebenso Sauerstoff an sich binden. Damit ist Myoglobin der Sauerstoffspeicher
einer Muskelzelle. Eine weitere wichtige Rolle in der Muskelzelle spielt das
Sarkoplasmatische Retikulum. Im Muskel Gbernimmt es unter anderem die Aufgabe
eines Speichers fur Kalzium, das eine entscheidende Rolle bei der Muskelkontraktion

spielt. [6]

Zur Kontraktion einer Muskelzelle muss diese durch ein motorisches Neuron an der
motorischen Endplatte erregt werden. Dabei kommt es durch einen Natriumeinstrom
zur Depolarisation der Zellmembran und dadurch zur Entstehung eines
Aktionspotentials. Durch spannungsabhangige Kalziumkanadle kommt es zu einem
massiven Kalziumeinstrom aus dem Sarkoplasmatischen Retikulum in das Sarkoplasma.
Die so erhohte intrazellulare Kalziumkonzentration flihrt dann Gber eine Vernetzung der
Filamente und eine ATP-abhidngige Konformationsdnderung des Myosins zu einer
Verkiirzung der Sarkomere und damit Kontraktion des Muskels. Endet das
Aktionspotential, versiegt auch der Kalziumeinstrom in die Zelle. Durch Kalziumpumpen
wird das Kalzium wieder zuriick in das Sarkoplasmatische Retikulum transportiert. Damit
kommt es zum Ende der Interaktion der Filamente und zur Erschlaffung des Muskels [2,

4,6,7]

Es gibt drei verschiedene Typen von Muskelfasern: Typ |, Typ lla und Typ lIx. Typ |-Fasern
werden auch Slow-Twitch-Fasern (ST-Fasern) genannt. Sie kontrahieren, wie der Name
schon vermuten lasst, relativ langsam. lhre Energiegewinnung findet hauptsachlich
oxidativ statt. Deswegen sind ST-Fasern von vielen Kapillaren umgeben und enthalten
viele Mitochondrien und viel Myoglobin, was ihnen eine rote Farbe verleiht. Als weitere
Energiequelle steht diesem Fasertyp auch im hohen AusmaR der Fettstoffwechsel zur

Verfiigung. Das fihrt dazu, dass diese Typ I-Fasern relativ ermiidungsresistent sind.

Im Gegensatz dazu steht der Fasertyp lIx (ehemals IlIb), die sogenannten Fast-Twitch-
Muskelfasern. Diese kontrahieren sich schnell und sind myoglobinarm. Durch ihre
reduzierte Dichte an Kapillaren und Mitochondrien arbeiten sie vor allem glykolytisch

und sind relativ rasch ermudbar.



Der Fasertyp lla ist ein Zwischentyp aus beiden Fasern. Er kontrahiert sich wie der
Fasertyp llx weiterhin schnell, hat aber einen hohen Myoglobingehalt und die
Energiegewinnung erfolgt sowohl glykolytisch, als auch oxidativ. Damit liegt die

Ermudbarkeit dieses Fasertyps zwischen der von Typ | und Typ lIx. [2, 4, 7]

Dieser Geschwindigkeitsunterschied lasst sich durch unterschiedliche Isoformen der
schweren Ketten von Myosin erkldren. Diese besitzen eine unterschiedliche ATPase-
Aktivitat, die eine wichtige Rolle bei der Kontraktion spielt. Sie werden analog zu den

Muskelfasertypen als MHC (Myosin Heavy Chain) |, lla, lIx benannt.

Der Anteil dieser Muskelfasertypen variiert je nach Funktion des Muskels. So weist
beispielsweise der Musculus biceps brachii als typischer Schnelligkeitsmuskel einen
geringen Anteil an Slow-Twitch-Fasern auf. Im Gegensatz dazu hat beispielsweise die
Wadenmuskulatur (M. gastrocnemius und M. soleus) einen hohen Anteil an ST-Fasern,

weil sie sehr viel Ausdauer- und Haltearbeit verrichten muss. [6, 8]

Der Anteil an ST- und FT-Fasern ist genetisch festgelegt und ist im iberwiegenden Teil
der Bevolkerung ungefahr gleich grof3. [9] Er kann aber durch Training aktiv verandert
werden. So weisen beispielsweise Weltklassesprinter eine starke Dominanz an FT-
Fasern auf, wohingegen ein Weltklassedistanzlaufer einen vermehrten Anteil an ST-

Fasern besitzt. [8, 10]



1.2 Adaptation mesenchymaler Gewebe

Auf den menschlichen Kérper wirken durchgehend Krafte. Allein das aufrechte Stehen
bendtigt ein intaktes kndchernes Skelett und ein stetiges komplexes Zusammenspiel von
Muskulatur, Sehnen und Bandern, die sich der Schwerkraft entgegenstellen. Hinzu
kommt die Belastung auf den Korper bei Bewegung. Es gibt unzahlige unterschiedliche
Arten der Bewegung und somit auch unterschiedliche Herausforderung auf unseren
Korper. Wie sich das Herz-Kreislauf-System einer gesteigerten Belastung anpasst, z.B.
durch VergroBerung des Herzens und der Verbesserung der Durchblutung einzelner
Organe, muss sich auch mesenchymales Gewebe, allen voran das muskuloskelettale

System, neuen Beanspruchungen anpassen.

Diese Anpassungsvorgange laufen nach adhnlichem Schema ab. Die mechanische
Belastung wird registriert (Mechanosensing) und dieses Signal wird weitergeleitet
(Mechanotransduktion) was schlielich zu einer Anpassung des Gewebes fihrt. Auf

diesen Mechanismus wird in diesem Kapitel ndher eingegangen.

1.2.1 Mechanosensing

Mechanosensing bezeichnet die Wahrnehmung von mechanischen Stress durch den
menschlichen Korper. Daflir bendétigt dieser Elemente, die eine externe Kraft oder eine
Belastung registrieren kénnen. Es gibt verschiedene Hypothesen dazu, wie genau dieser
Vorgang funktioniert. Grundlage einer Hypothese ist, dass mechanosensitive Proteine,
verankert an der extrazelluldren Matrix oder dem Zytoskelett, direkt auf Kraft reagieren
konnen. Diese Kraft fihrt zu einer Konformationsanderung der Proteine, die dann
entweder direkt das Signal weiterleiten oder durch eine frei gewordene Bindungsstelle
andere Proteine aktivieren kdnnen. Eine weitere Moglichkeit ist die Registrierung der

Verformung der Zelle durch Proteine in der Doppelmembran. [11]

Im Knochengewebe (ibernehmen Osteozyten die Aufgabe des Mechanosensing. [12]
Der genaue Mechanismus ist bis jetzt noch unklar. Verschiedene Theorien sprechen von
Mechanosensing bei Zugkraften zwischen den einzelnen Osteozyten oder Osteozyten
und der Extrazellularen Matrix. Ein weiteres Beispiel ware die direkte Detektion von

Scherkraften, hervorgerufen durch den Fluss von lakunarer Fliissigkeit. [13, 14]



Muskelgewebe kann neben der Registrierung von direktem mechanischen Stress auch
anderweitig eine korperliche Belastung erkennen. Das umfasst unter anderem eine
vermehrte Durchflussrate von Kalzium bei vermehrter Muskelkontraktion,
insbesondere beim Krafttraining oder anderen metabolischen oder lokalen
Veranderungen in der Muskelzelle. Zum Beispiel wird in der Muskelzelle zur
Energiegewinnung bei Muskelkontraktion Adenosintriphosphat (ATP), der direkte
Energiespeicher der Zelle, zu Adenosinmonophosphat (AMP) gespalten. Das dadurch
beeinflusste AMP/ATP-Verhéltnis kann durch die Zelle direkt registriert werden. Die
Zelle kann auch eine trainingsinduzierte Hypoxie, den Redox-Status oder die

Anwesenheit von Sauerstoffradikalen wahrnehmen. [15]

1.2.2 Mechanotransduktion

Unter Mechanotransduktion versteht man die Umwandlung von mechanischen Reizen
in biochemische oder elektrische Reize. Wurde mechanischer Stress registriert
(Mechanosensing), 16st das eine Signalkaskade aus, die unter anderem zur Anpassung
des Gewebes an die veranderte Belastungssituation flihrt. Daran sind unterschiedlichste
molekulare Signalwege beteiligt, die dann beispielsweise zu einer erhohten oder
erniedrigten Expression von Genen und somit zu einer gesteigerten oder reduzierten
Synthese von Proteinen flihren kénnen. Die genauen Signalwege sind allerdings bisher
noch nicht abschlieBend erforscht. Auf diese soll in dieser Arbeit auch nicht genauer

eingegangen werden.[16]

1.2.3 Adaptationsvorgidnge im Knochengewebe

Bereits am Ende des 19. Jahrhunderts konnte der Berliner Anatom und Chirurg Julius
Wolff mit seinem Werk ,,Das Gesetz der Transformation der Knochen“ zeigen, dass es zu
Anpassungsvorgangen im Knochen auf mechanische Belastung kommt. Er beschrieb
schon damals, dass im mechanisch beanspruchten Knochen Knochensubstanz
aufgebaut wird und dementsprechend die Knochendichte und Festigkeit des Knochens
zunimmt. Er konnte damals auch schon am Beispiel von Femurkopfen eine Ausrichtung

der Knochentrabekel auf die auf sie wirkende Kraft nachweisen. [17]



Diese damals schon entdeckte Anpassungsfahigkeit des Knochens fult auf seiner
Fahigkeit des Knochenumbaus, dem sogenannten ,bone remodelling“. Dieser
kontinuierliche Prozess wirkt dabei nicht nur der Materialermiidung oder Mikroschaden
in der Knochensubstanz entgegen, sondern fiihrt auch zur Beeinflussung der
Knochendichte und -struktur. Dies ist moglich durch eine Regulation des

Knochenaufbaus und Knochenabbaus.

Stark belasteter Knochen hat eine positive Bilanz, das heil§t es wird mehr Knochen auf-
als abgebaut. Dies beruht auf einer gesteigerten Aktivitat der Osteoblasten und einer
gehemmten Osteoklastenaktivitat. Zusatzlich dazu verandert sich die Trabekelstruktur
in der Spongiosa. Im kaum belasteten Knochen kommt es zu einer gegensatzlichen
Reaktion. Bei negativer Bilanz wird insgesamt Knochensubstanz abgebaut, was zu einer
Reduktion der Knochendichte und Festigkeit fihrt und den Knochen anfalliger fir

Verletzungen macht. [2]

Neben regelmaRigem Training hat auch das Alter eine entscheidende Rolle bei der
Knochenbilanz. Generell iberwiegt im menschlichen Skelett bis zum 4. Lebensjahrzent
der Knochenaufbau. Danach verandert sich aber die Skelettbilanz ins Negative. Die
Knochenresorption liberwiegt, sodass die Knochendichte immer weiter sinkt. Dies ist
aber zu einem gewissen Mald rein physiologisch und wird dementsprechend als
physiologische Altersknochenatrophie, bzw. Altersosteopenie bezeichnet. Ubersteigt
dieser Knochenabbau aber dieses physiologische Mal} spricht man vom pathologische

Knochenschwund, der Osteoporose. [18]

An diesem Vorgang kénnte auch der Verlust der Anpassungsfahigkeit an mechanische
Belastung beteiligt sein. Es gibt Hinweise darauf, dass es im Laufe des Lebens zu einer
Formveranderung der Osteozyten kommt, die deren Fahigkeit zum Mechanosensing

einschrankt. [19]

1.2.4 Adaptationsvorginge im Muskelgewebe
Muskelgewebe reagiert sehr unterschiedlich auf unterschiedliche Arten von Belastung.

Krafttraining fuhrt zu einem Kraftgewinn durch Verbesserung der neuromuskuldren



Koordination und VergroBerung des Muskelquerschnitts. Im Gegensatz dazu steht
Schnelligkeitstraining, dessen Trainingseffekt auf eine Erh6hung des Anteils an schnellen
FT-Muskelfasern abzielt. Ausdauertraining beeinflusst ebenfalls den Muskelfasertyp,
allerdings in Richtung der langsamen, ausdauernden ST-Fasern. AulRerdem wird bei

Ausdauertraining auch die respiratorische und kardiovaskuladre Kapazitat beeinflusst. [4]

Zu einer GrolRenzunahme der Muskulatur kommt es entweder durch VergroRerung der
bestehenden Muskelfasern (Hypertrophie) oder durch Neubildung von Myozyten aus
Satellitenzellen. Satellitenzellen sind die ,Hausstammzellen” des Muskels und werden
aktiv bei Krafttraining und Verletzungen. Sie kénnen sich selbst erneuern und zu neuen
Muskelfasern ausdifferenzieren oder mit alten Myozyten fusionieren. Auch wenn
nachgewiesen wurde, dass auch Stammzellen aus dem Knochenmark in der Lage sind,
Muskelgewebe zu regenerieren [20], spielen Satellitenzellen immer noch die
Ubergeordnete Rolle bei den Anpassungsvorgdangen im Muskel. [15] Eine zweite
Population mesenchymaler Vorlaufer wirkt supportiv fir die Regeneration durch

Satellitenzellen.

Das Verhaltnis zwischen FT- und ST-Fasern wird durch die unterschiedliche Expression
der schweren Myosinkettentypen (MHC-Typen) beeinflusst. Bei Krafttraining kommt es
dabei zur Zunahme der MHC lla. Bei Ausdauertraining wird MHC | starker exprimiert.
[21] Allerdings kommt es im Allgemeinen nicht zu einer Umwandlung von FT- zu ST-
Fasern, da dies mit einer Umwandlung der schweren Myoglobinketten einhergehen
wirde. Es kann aber zu einer Umwandlung innerhalb des Typ-Ill-Faserspektrums

kommen. [9]

Diese Anpassungsfahigkeit, sei es mittels Beeinflussung der Fasertypen oder
VergroRerung des Muskelquerschnitts, wird auch Muskelplastizitdit genannt.
Muskelplastizitat beschreibt aber nicht nur die positiven Effekte von regelmaRigem
Training. Korperliche Inaktivitat fuhrt zu einem Abbau an Muskelmasse und der

Rickentwicklung des Muskelfasertyps. [21]

Analog zur Knochensubstanz fihrt nicht nur korperliche Inaktivitdt zu einer Reduktion

der Muskelmasse. Laut einigen Studien beginnt schon um das 30. Lebensjahr ein



altersbedingter Muskelverlust, der haufig von einem Verlust der Muskelkraft
(Dynapenie) begleitet wird. Ubersteigt dieser Verlust ein gewisses MaR, spricht man von
Sarkopenie. Diesem Vorgang liegen unterschiedliche Faktoren zu Grunde. Neben dem
Verlust mechanischer Reize spielt eine Dysbalance zwischen Proteinsynthese und -
abbau, auf Grund von erhdhter Wirkung von katabol wirkenden Hormonen, aber auch
eine Mangel-, bzw. Ubererndhrung und reduzierte kérperliche Aktivitit eine Rolle.
Ebenfalls denkbar ware, analog zum Knochen ein verringertes Mechanosensing, bzw.

eine geringer ausgepragte Anpassungsreaktion auf korperliches Training.
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1.3 Biomarker im Serum als Reaktion auf physikalische Reize — korperliches

Training
Eine akute korperliche Belastung bedeutet in erster Linie Stress flir den Korper. Er muss
sich dem gesteigerten Energie- und Sauerstoffbedarf anpassen. Die Herz- und
Atemfrequenz werden gesteigert und der Blutdruck steigt. Langeres korperliches
Training erfordert eine Mobilisation von Energiereserven aus Leber und Fettgewebe und
der Regulation des Elektrolyt- und Flissigkeitshaushalts. Dieser Vorgang wird von einer

komplexen Interaktion zwischen nervalen und hormonellen System gesteuert.

Solche physikalischen Reize sorgen aullerdem dafir, dass sich das betroffene Gewebe
auch langerfristig an so eine Belastungssituation anpasst. Dies betrifft unter anderen
auch das muskuloskelettale System. Muskel und Knochen sind mit ihren
mechanoresponsiven Elementen in der Lage, direkt diesen physikalischen Reiz
wahrzunehmen und Signalwege zu aktivieren, die zu einer strukturellen Anpassung
flihren. Darunter fallt die Ausschiittung von Zytokinen und Myokinen. Beim Knochen
Ubernehmen diese Aufgabe Osteozyten, beim Muskel unter anderem Myozyten.
Allerdings laufen die Reaktionen von Knochen- und Muskelgewebe nicht vollkommen
getrennt voneinander ab. Es existiert eine ausgepragte Interaktion zwischen den beiden
Gewebeformen. Abgesehen von der direkten Krafteinwirkung in Form von
Muskelkontraktionen auf den Knochen, gibt es auch die direkte Kommunikation mittels
Zyto- und Myokinen. Einige dieser sezernierten Proteine fihren bei beiden

Gewebeformen zu Anpassungsreaktionen. [2]

Es existiert eine Vielzahl von Zytokinen und Myokinen, die Einfluss auf das Muskel- und
Knochengewebe nehmen. Unsere Auswahl beschrankt sich in dieser Arbeit allerdings
auf Myostatin (MSTN), Follistatin (FST), Follistatin-like-3 (FSTL3), Interleukin-6 (IL-6),
Interleukin-8 (IL-8) und Klotho. Bei der Erstellung des Studienaufbaus stellten sich diese
Biomarker als sehr vielversprechend dar, um ein breites Spektrum von
Anpassungsreaktionen auf korperliches Training nachzuweisen. Es existierten fir diese
zu diesem Zeitpunkt schon einige Studien, die auf so eine Reaktion hinwiesen (siehe

Tabelle 1).
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Tabelle 1 Bisherige Studien zur Zytokin/Myokin-Ausschiittung nach kérperlichem Training

Trainingsart

Beinpresse

+Beinstrecker

Fahrradergometer

Fahrradergometer

Laufbandergometer

Beinstrecker oder
Laufbandergometer

Fahrradergometer
(Warm-up + maximal)

Laufbandergometer (16%

Steigung)

Fahrradergometer
Elektrostimulation

Handkurbelgerat
(+Fahrradergometer)

Laufbandergometer
(vor und nach 12-16
Wochen intensiven
Trainings)

Laufbandergometer

Dauer

40min
3h

2h
~45min

30min

1248
min

60min

30min

30min

60min

20min

Probenart
Abnahmezeitpunkt
Muskelbiopsie

Pra, post (12, 24, 48,
72h)

Blut

Pra, intra (1, 2h),
post(0, 3, 6h)

Blut

Pra, intra(1, 2h), post
(1, 2,3, 4,5h)

Blut

Pra, post

Mukelbiopsie
Pra, post (0,1, 2, 4, 8,
12, 24h)

Serum
Pra, Post (0, 1h)

Blut
Pra, post (0, 24h)

Blut
Pra, post (0, 15,30,
60min)

Blut

Pra, post (0, 60,
120min)

Blut

Pra, post

Serum
Pra, post

12

Effekt

MSTN mRNA N
FST /1
FST ~
FST 2

FSTL3 A

MSTN mRNA N
IL-6 MRNA A
IL-8 MRNA A
IL-6 A; IL-8 A

IL-6 7

IL-6 2

IL-6 2

KL <> (untrainiert)
Klotho A (trainiert)

KL <> (bei ¢7)
KL A (bei 9)

Quelle

[22]

(23]

(24]

[25]

(26]

[27]

(28]

[29]

(30]

(31]

(32]



1.3.1 Myostatin/ Follistatin/ Follistatin-like-3

Myostatin

Myostatin oder urspriinglich ,Growth and Differentiation Factor-8“ (GDF-8) genannt,
gehort zu der TGF-B-Familie und wirkt inhibierend auf das Muskelwachstum. Die TGF-R-
Familie besteht aus verschiedensten multifunktionellen signalliibertragenden Proteinen,
die unter anderem auch an der Myogenese regulatorisch beteiligt sind. Es kommt
sowohl im Menschen als auch im Tier vor. Ganz eindrucklich sieht man den
wachstumshemmenden Einfluss auf die Muskulatur bei der Rinderrasse ,Belgian Blue
Cattle”. Bei dieser Art kommt es durch eine natirliche Mutation des Myostatin-Gens zu
dessen Funktionsausfall und damit zu verstarktem Muskelwachstum und einer markant
vergrolRerten Muskelmasse (siehe Abbildung 1). [33, 34] Dasselbe Phanomen konnte in
zahlreichen Mausmodellen mit MSTN -/- -Knockout-Mausen [35] und auch bei

Menschen mit einer entsprechenden Mutation [36] beobachtet werden.

Abbildung 1 Belgian Blue Cattle: Auffdllig muskuléser Kérperbau, hervorgerufen durch eine Mutation im MSTN-Gen
[37]

Lizensierte Abbildung (CC BY-SA 3.0) von Stoolhog: ,,Koe van Belgisch blauwe ras.”

Die Wirkungsweise von Myostatin geht unter anderem auf der Hemmung des
Akt/mTOR-Signalwegs zuriick, der ein wichtige Rolle bei der Proteinsynthese spielt.
Durch diese Hemmung der Proteinsynthese kommt es dann mittelfristig zum

Muskelabbau. [38]
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Eine weitere benutzte Signalkaskade lauft Gber den SMAD-Signalweg, eine Endstrecke
der Signaltransduktion durch Mitglieder der TGF-B-Familie. Myostatin bewirkt dann
schlussendlich eine verdanderte Expression bestimmter Zielgene, die dann im weiteren

Verlauf zu einer Reduzierung der Myoblastenproliferation und -fusion fiihrt.

Die Konzentration von Myostatin hangt dabei von vielen Faktoren ab. Nach
korperlichem Training, sei es Kraft- oder Ausdauersport, konnte man eine Reduktion des
Myostatinspiegels beobachten. [26, 39] Kommt es aber zu einer Muskelverletzung,
kommt es zu einer starken Expression von Myostatin im nekrotischen Muskel. [40] Dies
konnte dafiir sprechen, dass Myostatin als eine Art Inhibitor fiir Satellitenproliferation

in der ersten Reparationsphase fungiert. [34]

Es gibt auch Hinweise darauf, dass Myostatin seine Wirkung nicht nur auf
Muskelgewebe ausiibt, sondern auch auf Knochen. Eine Studie konnte eine erhéhte
Knochendichte des Femurs und der Lendenwirbelsiule bei MSTN -/- Knockout M&usen
beobachten. Ob dieser Effekt aber aktiv durch Myostatin hervorgerufen wird oder nur
ein Resultat der Muskelmassenveranderung ist konnte nicht abschliefend geklart

werden. [41-43]

Follistatin

Follistatin ist ein autokrin, parakrin und hormonell wirksames Protein, das 1987 in
Eierstockfollikeln entdeckt und spater auch im Blut nachgewiesen werden konnte.
Seinen Namen verdankt Follistatin seiner Eigenschaft, das follikelstimulierende Hormon
(FSH) zu binden. [44] Der Hauptursprungsort von im Blut zirkulierendem Follistatin soll
die Leber sein. Eine Ausschiittung wird unter anderem vom Glukagon-Insulin-Verhaltnis
reguliert. [45] Eine wichtige Funktion ist, dass Follistatin verschiedene Mitglieder der
TGF-B-Familie mit hoher Affinitat binden und somit neutralisieren kann (l6slicher Decoy-
Rezeptor). [46] Darunter fallt auch Myostatin, das eine sehr ausgepragte Hemmfunktion
fir Muskelwachstum aufweist (siehe oben). Tatsachlich konnte bei Mausen, die eine
Uberexpression fiir Follistatin aufwiesen, eine deutliche Erhéhung der Muskelmasse

nachgewiesen werden, dhnlich der bei Myostatin-Knockout-Mausen. [47, 48]
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Dass Follistatin auch Einfluss auf die Reaktion von Muskelgewebe auf korperliches
Training hat, konnte durch verschiedene Studien herausgefunden werden. Diese zeigten
zum Teil eine deutliche Erhéhung des Follistatin-Levels im Blut nach einer
Trainingseinheit. [23, 24] Interessanterweise konnte aber kein Anstieg der Follistatin-
Konzentration im Muskelgewebe nachgewiesen werden, was nahelegt, dass Follistatin,

zumindest wahrend des Trainings, nicht vom Muskel synthetisiert wird. [23, 25]

Follistatin-like-3

Follistatin-like-3 (oder auch FLRG) ist, wie der Name schon sagt, ein Protein, dass eng
verwandt mit Follistatin ist. FSTL3 wird laut Gene-Database von einer Vielzahl von Zellen
gebildet (u.a. Placenta, Hoden, Herz und Lunge). [49] AuRerdem ist es eng verknipft mit
endothelialem Gewebe. [50] Es hat ebenso die Fahigkeit, Mitglieder der TNF-B-Familie
an sich zu binden und diese zu inaktiveren. Es fuhrt parallel zu Follistatin bei

Uberexpression zu einem gesteigerten Muskelwachstum. [51, 52]

Neben dem Einfluss auf Muskelgewebe zeigt FSTL3 auch einen positiven Einfluss auf die
Knochengesundheit, bzw. die Regeneration von Knochen. [53] Bei Fstl3-Knockout-
Mausen konnte eine deutlich reduzierte Knochenstarke festgestellt werden. AuRerdem
konnte eine Korrelation zwischen FSTL3 und der Knochendichte nachgewiesen werden.

[54]

Es ist allgemein bekannt, dass korperliche Betatigung fiir die Knochengesundheit eine
entscheidende Rolle spielt. Bei FSTL3 konnte es sich um einen Mediator fir
Anpassungsreaktionen handeln, nachdem herausgefunden wurde, dass die Expression

an FSTL3 im Knochen deutlich nach einem kdrperlichen Training angestiegen ist. [54]

1.3.2 Interleukin 6 und Interleukin 8
Interleukine wurden urspriinglich dem Immunsystem zugeordnet und ermoglichen dort
die Steuerung der Immunreaktion und die Kommunikation zwischen verschiedenen

Immunzellen. Zur heutigen Zeit weilf man aber, dass Interleukine auch von anderen
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Zellen synthetisiert werden, unter anderem von Endothelzellen, Fibroblasten und
Keratinozyten. Werden sie von Muskelgewebe gebildet, nennt man sie Myokine, bei

Fettgewebe Adipokine.

Interleukine weisen unterschiedliche Funktionen auf. So gibt es proinflammatorische
Interleukine, die zu einer Aktivierung des Immunsystems fihren, und
antiinflammatorisch wirkende Interleukine, die dem entgegenwirken. Zu den
proinflammatorischen Zytokinen gehort unter anderem Interleukin 6. IL-6 stimuliert
sowohl T- und B-Lymphozyten, 10st Fieber aus und fordert die Synthese von Akute-
Phase-Proteinen in der Leber. [55] Es kdnnen erhohte Werte im Blut bei verschiedenen
Entziindungen nachgewiesen werden. IL-6 kann in der Klinik als Verlaufsparameter fir

eine Entziindung herangezogen werden, wird heute aber nur noch selten bestimmt.

Dabei wirkt IL-6 nicht nur in Verbindung mit einer Infektion. Studien haben
herausgefunden, dass sich IL-6 auch in Verbindung mit kdrperlichem Training erhoht.
Dieser Anstieg ist zurlickzufiihren auf eine erhohte kurzfristige Freisetzung und
mittelfristige Steigerung der Synthese von IL-6 im Muskelgewebe. Dieses wird dort wohl
als Reaktion auf korperliche Belastung vor allem wahrend, aber auch kurz nach dem
Training gebildet. [56] Dabei ist die Konzentration von IL-6 von der Lange und Intensitat
der Belastung und der benutzen Muskelmasse abhangig. IL-6 kann dabei auch als Signal
eines Energiedefizits gebildet werden und dann in der Leber zur Gluconeogenese

anregen. [57, 58]

Eine dauerhafte Erhdhung von IL-6 im Rahmen einer chronischen Entziindung kann
allerdings negative Auswirkungen auf Knochen- und Muskelgesundheit haben. Dabei
sorgen aktivierte katabole Vorgdnge eher zu einem Abbau von Muskel- und

Knochengewebe.

Interleukin 8 zahlt zu den Chemokinen und hat damit eher eine lokale Wirkung, indem
es Leukozyten mittels Induktion von Chemokinese, Chemotaxis und Diapedese in

Entziindungsherde umverteilt. [4]

In Muskelzellen kommt es nach Aktivitat dhnlich wie bei IL-6 zu einem Anstieg der

Synthese von IL-8. Allerdings ist dieser im Gegensatz zu IL-6 haufig nicht so ausgepragt
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und nur bei intensivem exzentrischen Muskeltraining im Blut nachweisbar. Es wird

vermutet, dass IL-8 eine Rolle bei der Angiogenese spielt. [58]

1.3.3 Klotho

Klotho wird auch das ,Jugendlichkeitshormon® genannt, nachdem bei Mausen mit einer
Minderexpression von Klotho eine beschleunigte Alterung festgestellt wurde. [59] Das
zeigte sich unter anderem in einer beschleunigten Entwicklung von Arteriosklerose,
Sarkopenie und Osteoporose. [60] Im Umkehrschluss konnte man zeigen, dass Mause,
bei denen eine Uberexpression des Gens vorlag, linger lebten. [61] Der Name kommt
aus der griechischen Mythologie, in der Klotho als Lebensfaden-spinnende
Schicksalsgottin vorkommt. Klotho wird hauptsachlich vom Nierengewebe gebildet.
Kommt es zu einer Erkrankung der Niere wie z.B. der chronischen Niereninsuffizienz
sinkt der Spiegel von Klotho im Blut. [60] Klotho wirkt dort unter anderem als ein Ko-
Faktor fir den Fibroblast Growth Factor (FGF) 23 und ist damit an der Regulation der
Ausscheidung von Phosphat und der Synthese von Vitamin D in der Niere beteiligt.
Klotho ist im engeren Sinne ein membranstdandiger Ko-Rezeptor fiir FGF-Rezeptoren.
Durch proteolytisches Shedding der extrazelluldaren Protein-Strukturen kann es aber
auch in die Zirkulation gelangen und so eine Art ,endokrine” Wirkung an anderen

Geweben vermitteln [62]

Dass korperliches Training zu einem geslinderen und damit langeren Leben fihrt, ist
allgemein bekannt. Dass Klotho dabei eine Rolle spielt, ist zu vermuten nachdem
herausgefunden wurde, dass dessen Plasmaspiegel nach einem kérperlichen Training
ansteigt [32]. Im Alter oder bei schlechter Fitness der Probanden fallt der Klothospiegel

jedoch geringer aus. [63, 64]

1.3.4 Steroidhormone
Steroidhormone sind Hormone, die ein von Cholesterin abgeleitetes Steroid-
Grundgerist als Grundstruktur besitzen. Zu dieser Gruppe gehdren unter anderen

Mineralokortikoide, Glukokortikoide und Sexualhormone. Mineralokortikoide,
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Glukokortikoide und ein Teil der Sexualhormone werden in der Nebennierenrinde

synthetisiert.

Abbildung 2 gibt einen Uberblick tiber die Synthesestufen von Steroidhormonen. Jeder
Schritt der Synthese ist abhdngig von einem Enzym. Kommt es, z.B. durch eine
genetische Mutation, zu einer Stérung dieser Enzyme, kann dies die ganze

Steroidhormonproduktion beeinflussen.

CH3

c=0

—‘c@ﬁ\

Pregnenolon 17 a-Hydroxypi olon DHEA  pHeA-Sulfat

CHy
|
(¢]
thjﬁ
o

C=0

Progesteron
CH,0H

c=0

-

(

17a-Hydroxyprogesteron

(ln,()u
C=0

<:OH

11-Desoxykortikosteron 11-Desoxykortisol
l 1Wm| l imou
c=0 c=0
HO, ; i HO, 2 OH
0 o
Kortikosteron Kortisol

Tbml
N Ao

C =0
HO,

B

(6]
Aldosteron

Androstendion

Mineralocorticoidsynthese Glucocorticoidsynthese

Abbildung 2 Steroidhormon-Biosynthese in der Nebennierenrinde (modifiziert nach [65])

Angepasst mit Erlaubnis von Thieme: Georg Thieme Verlag; Duale Reihe Physiologie; Hormone der Nebennierenrinde; Deutzmann,

R..; 2016
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Mineralokortikoide haben eine grofe Wirkung auf den Salz- und Wasserhaushalt des
Kérpers und damit auch auf den Blutdruck. Der wichtigste Vertreter der
Mineralokortikoide ist Aldosteron. Dessen Synthese wird durch das Renin-Angiotensin-
Aldosteron-System (RAAS) reguliert. Das RAAS ist vor allem bei Hypovolamie aktiv und
fiuhrt dabei zu einer Ausschiittung von Aldosteron, was eine gesteigerte
Volumenrickresorption in der Niere zur Folge hat. Aldosteron bewirkt in der Niere eine
gesteigerte Natriumriickresorption bei gleichzeitiger Kaliumsekretion. Deshalb stellt
eine Hyperkaliamie einen weiteren Stimulus zur Aldosteronsekretion dar. Wahrend und
kurz nach einer sportlichen Aktivitat kommt es zu einem Anstieg der Aldosteron-Spiegel

im Blut. [66]

Glukokortikoide sind die sogenannten Stresshormone des Koérpers. Sie werden in
bestimmten Belastungssituationen ausgeschiittet um den K&rper an die veranderte
Beanspruchung anzupassen. Diese Ausschiittung wird durch die Hyopthalamus-
Hypophysen-Achse durch Ausschittung von ACTH reguliert. Ihren Namen verdanken
Glukokortikoide ihrer Wirkung auf den Blutzuckerspiegel. Sie sorgen fir eine
ausreichende Glukoseversorgung und mobilisieren Energiespeicher. Der wichtigste
Vertreter der Glukokortikoide ist Kortisol. Kortisol stimuliert unter anderem katabole
Vorgidnge wie die Glykogenolyse in der Leber oder den Abbau von Muskelproteinen.
Eine Hemmung der Proteinsynthese und der Aufnahme von Zucker in die Muskelzelle
sind weitere Wirkungen von Kortisol. Glukokortikoide unterstlitzen auBerdem die
blutdrucksteigernde Wirkung von Katelochaminen und haben immunsupprimierende

Eigenschaften. [67, 68]
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1.4 Zielsetzung

Korperliches Training fuhrt zu einer Anpassungsreaktion von mesenchymalen Gewebe.
Wie diese Reaktion genau ablauft, ist aber noch nicht abschlieBend geklart. Auf
zelluldrer und biochemischer Ebene spielen wohl Zyto- und Myokine eine Rolle. Das sind
hormonell aktive Proteine, die direkt vom Muskel (Myokine), aber auch von anderen

Zellen ausgeschittet werden und eine lokale und systemische Wirkung entfalten.

Die vorliegende Arbeit beschéaftigt sich genau mit dieser Ausschiittung dieser
Substanzen als Reaktion auf ein kurzes korperliches Training. Daflir wurde der Spiegel
von Myostatin, Follistatin, Follistatin-like-3, Interleukin 6, Interleukin 8 und Klotho im
Blut vor, 15 Minuten nach und 120 Minuten nach einer viertelstlindigen Belastung auf

einem Fahrradergometer bestimmt.

Insbesondere wurde untersucht, ob und in welchem AusmaB es zu einer
Konzentrationsanderung der oben genannten Zytokine im Serum kommt. AuRerdem
wurden die Daten auf Korrelationen zwischen diesen Werten und anthropomorphen
Gesichtspunkten, dem korperlichen Trainingszustand und Werten aus der

Bioimpedanzanalyse untersucht.

Um eine korperliche Reaktion auf diese Belastung nachzuweisen, wurde neben den
genannten Zyto- und Myokinen auch Steroidhormone und die Konzentration der
Synthesevorstufen bestimmt. Explizit wurde auf Kortisol als Vertreter der
Glukokortikoide und auf Aldosteron als klassischen Vertreter der Mineralokortikoide

eingegangen.

Diese Studie befasst sich nur mit mannlichen Probanden im Alter zwischen 18 und 36
Jahren. Sie soll als Ausgangspunkt fiir weitere Studien dienen, die Unterschiede der
Anpassungsreaktionen von unterschiedlichen Bevélkerungsgruppen aufdecken sollen.
Geplant sind unter anderem weitere Versuche mit Hochleistungssportlern oder
Menschen die unter Sarkopenie im Alter leiden. Die Hoffnung liegt darin, dass diese und
zuklnftige Studien einen Biomarker oder klinischen Test etablieren kdnnen, der die

individuelle Fahigkeit der Antwort auf kdrperliche Belastung und die Wahrscheinlichkeit
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des Auftretens von Alterskrankheiten und Adaptationsstérungen wie Osteoporose oder

Sarkopenie vorhersagen kann.
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2 Material und Methoden

Die Durchfihrung der Studie gliederte sich in zwei Abschnitte. Der erste Abschnitt
befasst sich mit der tatsachlichen Durchfiihrung der klinischen Studie in den
Raumlichkeiten von Predia — Sport & Gesundheitszentrum, Wiirzburg. Dazu gehorte die
Erhebung der Daten aus dem Fragebogen, der Vitalparameter, die Durchfliihrung einer
Bioimpedanzanalyse und im Anschluss die Durchfiihrung des Ergometertests mit
anschlieBender Ruhephase. Hinzu kam die Gewinnung der Blutproben zu
unterschiedlichen Zeitpunkten, die, nach Abschluss des Tests, in das Orthopddische
Zentrum flir Muskuloskelettale Forschung, Wiirzburg (OZMF) verbracht und zur

weiteren Analyse vorbereitet wurden.

Der zweite Abschnitt befasste sich mit der Analyse der Blutproben im Labor des
Orthopadisches Zentrum flir Muskuloskelettale Forschung, Wiirzburg, bzw. bei externen

Laboren.

2.1 Probanden

Fiir die Studie wurden 33 korperlich gesunde mannliche Probanden im Alter von 18 bis
36 Jahren ausgewahlt. Voraussetzung fir die Teilnahme war ein striktes Konsumverbot
far Alkohol in den letzten 24 Stunden. Zusatzlich dazu durften die Probanden in diesem
Zeitraum keinen Sport betreiben. Eine weitere Voraussetzung war, dass die Probanden
zwei Stunden vor dem Test weder Nahrung noch Getranke, abgesehen von Wasser, zu
sich genommen hatten. Alle Probanden wurden nach der medizinischen
Krankengeschichte befragt, korperlich untersucht und nach Prifung der
Ausschlusskriterien (siehe Anhang 2 Ausschlusskriterien) fur die Teilnahme an dem

Versuch freigegeben. Von allen Probanden lag eine Einwilligungserklarung vor.
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2.2 Durchfiihrung der klinischen Studie

Bei der klinischen Studie ,Early Adaptive Responses After Physical Training (AdAPT)“
ging es um Anpassungsreaktionen des Korpers auf sportliche Betatigung. Dabei lag der
Fokus auf den sogenannten Zyto- oder Myokinen, die direkt vom Muskel, aber auch
anderen Gewebearten ausgeschiittet werden und durch verschiedene Mechanismen zu
Anpassungsreaktionen fihren kdnnen. Die Studie beinhaltete zu diesem Zweck einen
Fahrradergometertest und insgesamt drei Blutentnahmen, eine vor und zwei nach der
korperlichen Belastung. Zur weiteren Datenerhebung wurde ein Fragebogen erstellt, der
unter anderem auf den Gesundheits- und Trainingszustand der Probanden eingeht.
Aullerdem wurde noch eine Bioimpedanzanalyse zur Bestimmung der
Kérperzusammensetzung durchgefihrt. Wahrend des Ergometertests wurden die
Vitalparameter, auch mittels EKG, berwacht und der Glukose- und Lactat-Spiegel

gemessen. Fur die Durchfiihrung der Studie lag ein positives Ethikvotum vor (AZ-5/16).

2.2.1 Fragebogen

Die Probanden mussten vor dem Beginn des Ergometertests einen Fragebogen
ausfiillen. Der Fragebogen beinhaltete das Alter, den Beruf, besondere
Essgewohnheiten, Lebensmittelunvertraglichkeiten, Tabak- und Alkoholkonsum und
Fragen nach der Krankengeschichte des Probanden. AuRerdem wurde der
Trainingszustand durch Fragen nach der sportlichen Aktivitat der jeweiligen Probanden
abgefragt. Die Fragen dazu wurden aus dem Global Physical Activity Questionnaire in

modifizierter Variante Ubernommen.

Global Physical Activity Questionnaire (GPAQ)

Der GPAQ ist ein Tool zum Erfassen der sportlichen Aktivitat eines Menschen in
seiner ganzen Lebensweise. Er beinhaltet also nicht nur den Freizeitsport,

sondern auch die Aktivitat bei seiner Arbeit oder bei der Fortbewegung von Ort

zu Ort. Der Fragebogen bezieht sich dabei auf eine gewohnliche Woche in den
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letzten drei Monaten. In ihm wird die Belastung in zwei Kategorien eingeteilt:

moderate und intensive korperliche Aktivitat. [69]

Zur Auswertung wird das Metabolische Aquivalent (metabolic equivalent, MET)
herangezogen. MET ist ein Mal3 fur die relative Stoffwechselaktivitat eines
Menschen bezogen auf die Stoffwechselaktivitat in Ruhe. Ein MET ist definiert
als der Energiebedarf fiir ruhiges Sitzen. Dies entspricht einem
Kalorienverbrauch von 1 kcal/kg Kérpergewicht/Stunde. Moderates Training
verbraucht im Gegensatz dazu viermal so viel Energie und hat einen Wert von 4
METs. Bei intensivem Training verdoppelt sich der Energiebedarf noch einmal,
sodass dieses mit einem Wert von 8 MET definiert ist. Zur Unterscheidung

zwischen moderaten und intensiven Training wurde die subjektive Empfindung

des Probanden im Hinblick auf Herz- und Atemfrequenz herangezogen. [70]

Fiir die vorliegende Studie wurde nur der Freizeitsportbereich betrachtet und die, fir
die Auswertung sinnvolle Einteilung der Aktivitit in Metabolische Aquivalente (MET)
Uibernommen. Dadurch wurde der Trainingszustand der verschiedenen Probanden
einheitlich quantifizierbar und einfacher vergleichbar. Die Probanden wurden nach
Ihrem Sportverhalten in der Freizeit befragt. Die Probanden sollten die Fragen anhand
einer typischen Woche in den letzten zwei Monaten beantworten. Sie wurden gefragt,
welche Sportart, bzw. Sportarten sie in dieser Woche ausfiihren, wie haufig dies
vorkommt und wie viel Zeit Sie damit verbringen. Sie mussten auferdem auswahlen, ob

sie die Intensitat dieser Sportart als moderat oder intensiv einschatzen wirden.

Aus diesen Daten konnte dann der Energieverbrauch im Freizeitsportbereich des
Probanden errechnet werden. Das Ergebnis wurde in MET-Minuten, bzw. MET-Stunden
angegeben. Dazu wurden die MET-Minuten einer einzelnen Sportart berechnet, indem
man die Dauer dieser Sportart in Minuten mit vier bei moderaten Training, bzw. mit acht
bei intensiven Training multipliziert hat. Die Summe der einzelnen MET-Minuten je
Sportart ergab dann den Energieverbrauch des Probanden. Zur Berechnung wurde

folgende Formel angewandt:
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n

Dauer_Sportart_k[min] * a
k=1

n= Anzahl der Sportarten;
a=4 bei moderaten Training
a= 8 bei intensiven Training

2.2.2 Erhebung der Basisparameter

Zu den Basisparametern gehorten das Gewicht, die KérpergrolRe, die Herzfrequenz, der
Blutdruck, der Lactat- und Blutzuckerspiegel, ein 12-Kanal-EKG und die periphere
Sauerstoffsattigung. AulRerdem wurde dem Probanden zu diesem Zeitpunkt Blut

abgenommen um die Basalwerte der Biomarker zu erhalten.

Das Korpergewicht wurde bei den Probanden in leichter Sportbekleidung und ohne
Schuhe auf einer Personenwaage der Firma seca gmbh &co. kg. erhoben. Die Messung
erfolgte auf 0,1 kg genau. Die KorpergroRRe wurde an einer an der Wand angebrachten

Skala auf 1 cm genau abgelesen.

Der Blutdruck wurde manuell mittels Blutdruckmanschette und Stethoskop nach Riva-
Rocci erhoben. Herzfrequenz und Sauerstoffsattigung wurden an einem mobilen
Pulsoxymeter abgelesen. Die Erhebung der Vitalparameter inklusive des EKGs wurde

nach einer funf minttigen Ruhezeit im Liegen vorgenommen.

Aus dem systolischen (RRsys) und dem diastolischen (RRpia) Blutdruck wurde zur
besseren Vergleichbarkeit der mittlere arterielle Druck (MAD) errechnet. Dazu wurde
folgende Formel verwendet: [71]

_ 2% RR(DIA) + RR(SYS)

MAD
3

Aus der KorpergroRe und dem Gewicht wurde der Body Mass Index (BMI) berechnet.
Dieser ist definiert als das Gewicht in Kilogramm geteilt durch die quadrierte

KérpergréRe in Metern (kg/m?).
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_ Korpergewicht [kg]
~ (Korpergrofe [m])?2

BMI

Durch diesen Index wurden die Probanden in Gewichtsklassen eingeteilt. Siehe Tabelle

21[72]

Tabelle 2 Gewichtsklassifikation bei Erwachsenen (nach WHO, 2000) [72]

Gewichtsklasse BMI [kg/m?]
Untergewicht < 18,5
Normalgewicht 18,5-24,9
Praadipositas 25-29,9
Adipositas Grad | 30-34,9
Adipositas Grad Il 35-39,9
Adipostias Grad Il > 40

2.2.3 Bioimpedanzanalyse

Die Bioimpedanzanalyse (BIA) wurde mit dem Gerat AKERN BIA 101 der Firma Akern SRL,
Pontassieve, Florenz, Italien durchgefiihrt. Zur Vorbereitung musste der Proband den
rechten Ful freimachen und sich auf eine Liege legen. Dabei durften die Arme keinen
Kontakt mit dem Kérperstamm haben und die Beine sich nicht gegenseitig beriihren. Die
Haut wurde mit einem Desinfektionsspray an der dorsalen Seite der rechten Hand und
des rechten Fulles gesaubert. AnschlieBend wurden jeweils zwei Elektroden an Hand
und Full angebracht. Dann wurden die Elektroden Uber ein Messkabel mit dem

Messgerat verbunden und der Proband angewiesen, sich nicht zu bewegen.

Daraufhin folgte die Messung bei der vom Gerat vorgegebenen konstanten Stromstarke
von 0,4 mA und einer Frequenz von 50 Hz. Dabei wurde Uber ein Elektrodenpaar ein
konstanter, nicht spirbarer Strom in den Korper eingeleitet. Mit dem anderen
Elektrodenpaar wurde der kdrperabhangige Spannungsabfall gemessen, aus der die

Resistanz (Rz) und die Reaktanz (Xc) abgeleitet wurden. [73, 74] Rz und Xc beschreiben
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dabei Teilwiderstande des Wechselstromwiderstandes des Kérpers, auf die hier nicht im

Detail eingegangen werden sollen.

Aus diesen Messwerten und unter Einbeziehung des Gewichts, der KérpergréRe und des
Alters wurden im Anschluss mit zu Hilfenahme der Software ,Bodygramm Plus 1.2.0.2“
der Firma Akern SRL, Pontassieve, Florenz, Italien die Anteile der Kérperkompartimente
errechnet. Darunter fielen sowohl absolute, als auch relative Werte unter anderem fur
Muskelmasse, Fettmasse und Fettfreie Masse. Daneben wurden auch noch
verschiedene Indizes berechnet. Analog zum BMI wurden dafiir die Absolutwerte der

Teilmassen (z.B. MM, FM, FFM) in Verhaltnis zur quadrierten KérpergrofRe gebracht.

2.2.4 Fahrradergometertest

Beim Fahrradergometertest kam das Ergobike Premium 8i der Firma daum electronic
gmbh, Fiirth, Deutschland und das MONARK LC7 TT SN der Firma Cosmed, Rom, Italien
zum Einsatz. Der Wechsel auf das Gerat von MONARK erfolgte auf Grund einer
Neuausstattung der Leistungsdiagnostik bei Predia — Sport & Gesundheitszentrum,
Wiirzburg. Zur Uberwachung der Herzaktivitit wurde der Proband mit einem 12-Kanal-
EKG ausgestattet. Daflir wurde der Proband gebeten, seinen Oberkdrper zu entkleiden.
Im Anschluss wurde ein Brustgurt mit sechs Elektroden fir die Brustwandableitung und
vier Klebeelektroden am Riicken fir die Extremitdtenableitungen angebracht. Die
Sauerstoffsattigung (sO2) wurde mit Hilfe eines Pulsoxymeter-Clips an einem Finger der
linken Hand Gberwacht. Zur Erfassung des Blutdrucks wurde eine Blutdruckmanschette

am rechten Oberarm angebracht.

Der Fahrradergometertest startete mit einer Aufwarmphase bei 30 Watt fiir 3 Minuten,
wadhrend der sich der Proband mit dem Gerat vertraut machen und sich auf die
anstehende Belastung einstellen konnte. AnschlieRend begann der eigentliche Test bei
gleicher Leistung fiir 3 Minuten, gefolgt von einer Steigerung der Belastung um 30 Watt
alle drei Minuten. Nach 9 Minuten wurde die maximale Belastungsstufe von 120 Watt
erreicht, die der Proband fiir weitere 6 Minuten halten musste. Die Tretfrequenz sollte

bei 60 Umdrehungen pro Minute (U/min) liegen. Definierte Abbruchkriterien waren zum
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Beispiel eine Tretfrequenz unter 50 U/min Gber mehr als 30 Sekunden, die subjektive
Erschopfung des Probanden, EKG-Veranderungen oder klinische Zeichen, die auf eine
Sauerstoffunterversorgung hingedeutet hatten. (siehe Anhang 3 Abbruchkriterien)

Traten keine dieser Abbruchkriterien auf, wurde der Test reguldr nach 15 Minuten

beendet.
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Abbildung 3 Belastungsschema Ergometertest

Tabelle 3 Durchfiihrung Fahrradergometertest

Zeitintervall Belastung Tretfrequenz
Aufwarmphase (3 Minuten) 30 Watt >50 U/min
1. Stufe (0 - 3 min) 30 Watt >50 U/min
2. Stufe (3 -6 min) 60 Watt >50 U/min
3. Stufe (6 -9 min) 90 Watt >50 U/min
4. Stufe (9-15 min) 120 Watt >50 U/min

Monitoring der Vitalparameter

Zur Uberwachung der Vitalparameter wurden dem Probanden wihrend des Tests ein
12-Kanal-EKG angelegt. AuBerdem diente ein Pulsoxymeter an einem Finger als
Kontrolle der Sauerstoffsittigung und der Herzfrequenz. Zur Uberwachung des

Blutdrucks wurde eine manuelle Blutdruckmanschette an den rechten Oberarm
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angebracht und damit der Blutdruck in drei-Minuten-Abstanden gemessen. Dabei
wurde die Belastung nicht unterbrochen. Die erhobenen Vitalparameter wurden
handschriftlich auf einem Durchfiihrungsprotokoll vermerkt und zur weiteren

Auswertung digitalisiert.

2.2.5 Borg-Skala
Direkt nach Abschluss des Fahrradergometertests wurden die Probanden mittels Borg-
Skala nach ihrem subjektiven Belastungs- und Dyspnoeempfinden befragt. Dabei wird

sowohl dem Belastungs-, als auch dem Dyspnoeempfinden ein Wert zugeordnet.

Die Borg-Skala reicht von 6 (sehr, sehr leicht) bis 20 (zu stark/ geht nicht mehr). Dabei
hat sich Borg an der Herzfrequenz orientiert. Multipliziert man das Ergebnis mit 10, kann

man das subjektive Belastungsempfinden mit der Herzfrequenz vergleichen. [75, 76]

2.2.6 Ruhephase

Nach der Durchfiihrung des Fahrradergometertests schloss sich eine zweistiindige
Ruhephase an, wahrend der sich die Probanden auf eine Liege legen sollten und dort in
horizontaler Position den gesamten Zeitraum verbringen sollten. Wahrenddessen war
es den Probanden erlaubt Wasser zu sich zu nehmen. Der Verzehr von anderen
Getranken, insbesondere zucker- oder koffeinhaltigen und Nahrungsmitteln wurde den

Probanden zu diesem Zeitpunkt untersagt.

Es wurde auch wiahrend der Ruhephase regelmiRig eine Uberpriifung der
Vitalparameter durchgefiihrt. Diese fand zu vier Zeitpunkten statt. Die erste
Uberpriifung wurde direkt zu Beginn der Ruhephase durchgefiihrt (Zeitpunkt O min nach
Belastung (n.B.)), gefolgt von der zweiten nach flinfzehnmin(tiger Ruhephase (Zeitpunkt
15 min n.B.), der dritten nach einer Stunde (Zeitpunkt 60 min n.B.) und schlieBlich der
vierten und letzten am Ende der zweistlindigen Ruhephase (Zeitpunkt 120 min n.B.).
Diese beinhalteten jeweils, &ahnlich wie beim Monitoring wahrend des

Fahrradergometertests, die Uberpriifung des Blutdrucks, der Herzfrequenz,
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Sauerstoffsattigung mittels Pulsoxymeters und die Durchfiihrung eines 6-Kanal-EKGs.
Zusatzlich dazu wurden zu Beginn und Ende der Ruhephase der Zucker- und

Lactatspiegel im Blut mittels Kapillarblut aus dem Ohrldappchen durchgefiihrt.

2.2.7 Blutentnahme

Die vendse Blutentnahme wurde zu drei unterschiedlichen Zeitpunkten durchgefiihrt.
Dabei wurden den Probanden jeweils zwei 5ml Serumréhrchen abgenommen. Die
Blutentnahme erfolgte mit Serumréhrchen des Vacutainer-Blutentnahmesystems der
Firma BD, Franklin Lakes, NJ, USA und Perfusionsbesteck Venofix Safety der Firma
B.Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland. Die erste Blutabnahme wurde
wahrend der Erhebung der Basisparameter durchgefiihrt um die Basalwerte der
Probanden in Ruhe zu erhalten. Die weiteren Blutentnahmen folgten nach dem
Ergometertest. Die erste Blutentnahme erfolgte nach flinfzehn Minuten Ruhe und die
zweite nach 120 Minuten am Ende der Ruhephase. Die Serumrdohrchen wurden mit der
Probanden ID und dem Abnahmezeitpunkt beschriftet. Sie wurden nach Durchfiihrung
der Studie in das Orthopddische Zentrum fiir Muskuloskelettale Forschung, Wiirzburg
geliefert. Dort wurde das Serum abpipettiert und jeweils 250ul in 1,5ml
Mikroreaktionsgefdle gegeben. Diese wurden mit der Probanden-ID und dem
Entnahmezeitpunkt versehen und dann in einem Minus 80°C Schrank bis zur weiteren

Analyse verbracht.

2.2.8 Glukose- und Lactatbestimmung
Die Bestimmung der Glukose- und Lactatkonzentration erfolgte an drei Zeitpunkten: vor

der Belastung, unmittelbar danach und nach der zweistlindigen Ruhephase.

Zum Einsatz kam dabei der Kompaktsensor ,,Super GL ambulance M 4.04d” der Firma
Dr. Miiller Gerdtebau GmbH, Freital, Deutschland. Als Material wurde Kapillarblut
verwendet. Dieses wurde durch Punktion eines Ohrldppchens der Probanden
gewonnen. Nach Verwerfen des ersten Bluttropfens wurde eine Kapillare beflllt. Diese

wurde in einem ReaktionsgefaR mit Hamolysier-Systemlosung verdinnt und in das
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Gerat gegeben. Das Ergebnis wurde auf dem Display angezeigt, sowie ein Ausdruck

erstellt.
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2.3 Durchfiihrung der Laboruntersuchung

Die Auswertung der Serumproben erfolgte fiir die Blutparameter Interleukin 6,
Interleukin 8, Follistatin und Follistatin-like-3 im OZMF. Die Proben fiir Klotho und
Myostatin wurden bei der Firma Immundiagnostik AG, Bensheim, Deutschland
analysiert. Die Bestimmung der Konzentrationen der Steroidhormone erfolgte in der

Medizinischen Klinik & Poliklinik | des Universitdtsklinikums Wiirzburg.

2.3.1 ELISA

Ein Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) gehort zu den Immunoassays.
Immunoassays dienen unter anderem zur Konzentrationsbestimmung von
Biomolekilen. Dabei kommt es zum Einsatz von verschiedenen Antikorpern, die an
spezifische Antigene des Zielmolekiils binden. Bei dieser Studie wurden ausschliel3lich
Sandwich-ELISAs durchgefiihrt, deren Funktionsprinzip im Folgenden ausfiihrlicher

erlautert werden. [1]

Bei Sandwich-ELISAs arbeitet man mit zwei unterschiedlichen Antikdrpern, die spezifisch

das gesuchte Antigen zwischen sich binden.

In der Vorbereitung wird ein Fangerantikérper auf eine feste Phase (z.B.
Mikrotiterplatten) aufgetragen und daran gekoppelt. Dieser Fangerantikorper besitzt
eine spezifische Bindungsstelle flr das gesuchte Antigen. Die feste Phase hat haufig
proteinbindende Eigenschaften, sodass diese Antikorper daran adsorbiert werden.
Diesen Vorgang nennt man auch coating. Nach einer entsprechenden Inkubationszeit
wird die Antikorperlésung dann wieder mehrfach ausgesplilt. Zuriick bleiben die an die

Platte gebundenen Antikorper.

Der nachste Schritt befasst sich mit der Hintergrundaktivitdt, die von unspezifisch
gebundenen Antikorper-, bzw. Antigenmolekiilen hervorgerufen wird und zur einer
Verfdlschung der Ergebnisse fiihren kann. Deshalb werden die freien Protein-

Bindungsstellen der festen Phase mittels eines Block-Puffers blockiert. Dies verhindert
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diese ungewiinschte Adsorption und die Hintergrundaktivitdt kann auf ein Minimum
reduziert werden. Danach folgt eine erneute Inkubationszeit und Spiilung der Platten.

[1]

Nun folgt die eigentliche Durchfiihrung des ELISAs. Dafiir wird die Antigen-L6sung, bzw.
deren Verdlinnung auf die vorbereiteten Platten aufgetragen. Dabei binden die
entsprechenden Antigene an die Fangerantikérper und werden so an der Platte fixiert.
Nach einer gewissen Inkubationszeit wird die Antigenlésung wieder (mehrfach)

abgewaschen und damit die ungebundenen Proteine entfernt.

Im nachsten Schritt kommt der zweite Antikorper zum Einsatz: Der
Detektionsantikérper. Dieser ist ebenso spezifisch flir das Antigen, allerdings mit einem
Enzym gekoppelt. Er bindet nun an ein anderes Epitop des Antigens und ist somit ebenso
an die Platte gekoppelt. Die ungebundenen Antikérper werden wieder nach einer

gewissen Inkubationszeit mittels eines Wasch-Puffers entfernt.

Zur Messung der Enzymaktivitat wird nun Enzymsubstrat hinzugefligt. Dieses ist
urspriinglich haufig farblos und wird durch das Enzym in ein farbliches Produkt
umgesetzt. Nach einer festgelegten Zeit wird diese Reaktion durch Zugabe einer
Stopplosung unterbrochen. Die Menge an umgesetztem Substrat wird dann
photometrisch bestimmt. Dazu wird die Probe in ein Photometer gegeben und die
Absorptionseigenschaft der Losung fur Licht einer bestimmten Wellenldange gemessen.
Dabei korreliert dieser Wert mit der Konzentration des Antigens. Dieser Vorgang ist

nochmal schematisch in Abbildung 5 dargestellt.
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Sandwich Assay

genauer
Messbereich

Markersignal in der gebundenen Fraktion

Antigenkonzentration

Abbildung 4 Messbereich Sandwich ELISA
(modifiziert nach Luttmann et al.[1])

Angepasst mit Erlaubnis von Springer Nature: Springer Berlin; Der Experimentator: Immunologie; Quantitative Immunoassays;

Luttmann et al.; 2014

Zur quantitativen Auswertung bendétigt man noch eine Standardkurve. Diese wird durch
Durchfiihrung des ELISAs mit Proben, bei denen die Antigen-Konzentration bekannt ist,
ermittelt. Erstellt man aus diesen Werten nun einen Graphen, ergibt sich eine sigmoide
Form (siehe Abbildung 4). In einem bestimmten Bereich liegt eine nahezu lineare
Abhdngigkeit zwischen Absorption und Konzentration vor. Hieraus ergibt sich ein
genauer Messbereich, in dem die Ergebnisse liegen sollten. Liegen die Messwerte ober-
oder unterhalb kann man sie zwar durch Extrapolation ermitteln, sie weisen aber eine
erhebliche Ungenauigkeit auf und werden deswegen nicht zur Auswertung
herangezogen. Um das zu vermeiden muss darauf geachtet werden, die Verdiinnung der
Proben so anzupassen, dass das Ergebnis in den gewlinschten Messbereich fillt. [1, 77]
Trotzdem kann es vorkommen, dass die Messergebnisse aullerhalb des gewiinschten
Bereichs fallen. Zum einen kann die Antigen-Konzentration schon in der unverdiinnten
Probe unter der Nachweisgrenze liegen. Zum anderen beruht die Verdiinnung der
Proben auf dem Augenmall und der Erfahrung des Durchfiihrendens, sodass die
Konzentrationen auch nach Verdiinnung erneut auBerhalb des Messbereichs liegen
kann. Alle im OZMF durchgefiihrten ELISAs wurden zur Qualitatskontrolle zweifach

ausgefihrt.
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Adsorption des Antikdrpers

L1 Adsorption des affinitdtsgereinig-

?f Y Y Y Y Y Y Y ten oder monoklonalen Anti-Anti-
gen-Antikérpers an Feststoff (z. B.
PVC-Mikrotiterplatten); dauert
Stunden

Block von freien Protein-Bin-
dungsstellen des Feststoffs

Inkubation mit Antigenlésung [A]
fir=2h

Abwaschen ungebundener Pro-
teine

Zugabe eines enzymkonjugier-
ten Anti-Antigen-Antikorpers. Bei
monoklonalen Antikérpern dir-
fen 1. und 2. Antikérper nicht
identisch sein

Abwaschen der ungebundenen
enzymkonjugierten Anti-Antigen-
Antikdrper

Die Menge der gebundenen enzymkonjugierten Anti-lgG-Antikorper
wird Uber die Enzymreaktion bestimmt

Abbildung 5 Funktionsweise Sandwich-ELISA (modifiziert nach Rehm und Letzel) [77]

angepasst mit Erlaubnis von Springer Nature: Springer Berlin; Der Experimentator: Proteinbiochemime/Proteomics; Antikérper

und Aptamere; Rehm, H., Letzel, T.; 2016

2.3.1.1 Myostatin und Klotho
Die ELISAs fur Myostatin und Klotho wurden extern bei der Firma Immundiagnostik AG,

Bensheim, Deutschland durchgefiihrt.

Dafiir wurden jeweils zwei 250pl-Reaktionsgefilie pro Proband und Zeitpunkt aus dem
-80°C Schrank in mit Trockeneis geflillte isolierte Transportboxen verbracht und per

Kurier nach Bensheim geschickt.

Die Analysen wurden im Rahmen einer Kooperation dort durchgefiihrt, die Ergebnisse

der Konzentrationsbestimmung wurden zugeschickt.
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2.3.1.2 Follistatin

Zur Durchfiihrung des Follistatin — ELISAs wurde das Human Follistatin Standard ABTS
ELISA Development Kit (Katalognummer: 900-K299) der Firma PeproTech GmbH,
Hamburg, Deutschland benutzt. Die Durchfiihrung des Versuchs erfolgte exakt nach

Herstellerangaben.

Zur Analyse musste keine weitere Verdiinnung der Serumproben erfolgen.

2.3.1.3 Follistatin-Like-3
Die Analyse von FSTL-3 erfolgte mittels Human FLRG DuoSet ELISA (Katalognummer:
DY1288B) der Firma R&D Systems Inc., Minneapolis, USA. Bei der Durchfiihrung des

Versuchs wurde sich genau an die Herstellerangaben gehalten.

Mit einigen Proben fiir FSTL-3 wurden vor der Durchfiihrung des eigentlichen Tests
einige Stichproben durchgefiihrt um die bendtigte Verdiinnung herauszufinden. Diese

wurde im Anschluss auf 1:50 festgelegt und auf alle Proben angewandt.

2.3.1.4 Interleukin 6
Zur Bestimmung von Interleukin 6 wurde das Human IL-6 ELISA Development Kit
(Katalognummer: 900-K16) der Firma Peprotech GmbH, Hamburg, Deutschland

verwendet. Die Durchfiihrung erfolgte genau nach Anweisungen des Herstellers.

Primar wurden die Seren 1:5 verdiinnt. Einige Proben mussten allerdings noch
schrittweise bis 1:200 nachverdiinnt werden, nachdem es, schon mit dem bloRen Auge
erkennbar, zu einem UberméaRBigen Substratumsatz kam, der weit aullerhalb des

gewlinschten Messbereichs lag.
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2.3.1.5 Interleukin 8
Flr Interleukin 8 wurde das Human IL-8 Development Kit (Katalognummer: 900-K18) der
Firma PeproTech GmbH, Hamburg, Deutschland verwendet. Die Durchfiihrung erfolgte

ebenso genau nach Anleitung des Herstellers.

Bei den Proben fir IL-8 musste die Konzentration nicht weiter angepasst werden.

2.3.2 Steroidpanel

Die Analyse der Steroidhormonkonzentrationen erfolgte in der Zentraleinheit Klinische
Massenspektrometrie der Medizinische Klinik & Poliklinik | des Universitdtsklinikums
Wiirzburg. Dort kam das MassChrom Steroiden Panel der Firma Chromsystems,
Miinchen, Deutschland zum Einsatz. Dieses Panel konnte mit Hilfe von
Massenspektrometrie eine quantitative Bestimmung der Konzentrationen von
insgesamt flinfzehn Steroidhormonen (Kortikosteron, Aldosteron, Progesteron, 17-
Hydroxyprogesteron, 11-Deoxykortisol, Kortisol, Kortison, Dehydroandrosteron, DHEA,
DHEAS, Androstenedion, Testosteron, Dihydrotestosteron, 21-Deoxykortisol, 11-
Deoxykortikosteron und Ostradiol) durchfiihren, von denen fiir diese Arbeit nur die
Mineralokortikoide und Glukokortikoide, sowie deren Vorstufen betrachtet wurden. Die
Korrektheit der Messergebnisse wurde mittels der fiir das Labor (blichen

Qualitatskontrollen gewahrleistet.
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2.4 Statistische Auswertung

Zur statistischen Auswertung der Daten und deren grafischer Aufarbeitung wurden die
Programme ,,IBM SPSS Statistics — Version 25“ der Firma IBM, Armonk, NY, USA und
»Microsoft Excel 2016“ von Microsoft Corp., Redmond, WA, USA verwendet.

Alle Daten wurden zuerst dem Shapiro-Wilk Test auf Normalverteilung unterzogen.
Dabei konnte fiir viele Werte keine Normalverteilung angenommen werden. Zusatzlich
dazu fanden sich in den erhobenen Daten einige Ausreilder, sodass zur Beschreibung der
Median anstatt des Mittelwerts herangezogen wurde. Falls nicht anders bezeichnet,
wurden in dieser Arbeit die Daten mit Hilfe des Medians (1. Quartil - 3. Quartil)
beschrieben. Aullerdem wurden die Werte mittels Boxplots dargestellt. Dabei wurden
geringere Ausreiller (1,5- 3-fachen Interquartilsabstand) mit einem ,,0“ gekennzeichnet.
Extreme Ausreiser (> dreifachen Interquartilsabstand; markiert mit ,*“) wurden

teilweise zur besseren Veranschaulichung der Daten aus den Grafiken exkludiert.

Um die Messwerte der Biomarker der verschiedenen Zeitpunkte zu vergleichen, wurde
der Friedmann-Test durchgefiihrt. Kam dabei ein signifikanter Unterschied zwischen den
Zeitpunkten heraus, wurde ein paarweiser Vergleich mittels Posthoc-Test (Dunn-
Bonferroni-Test) durchgefiihrt. Dabei wurde der p-Wert unter Beriicksichtigung der

Bonferroni-Korrektur als pangepasst ausgegeben.

Um Korrelationen zwischen den Biomarker-Ergebnissen und Daten aus dem
Fragebogen, zur kardiovaskuldaren und metabolischen Reaktion auf das korperliche

Training zu finden, wurde die Spearman-Korrelation angewandt.

Das Signifikanzniveau wurde bei allen verwendeten Tests auf 5% festgelegt. Lag der p-
Wert unter p<0,05 konnte die Nullhypothese verworfen und die Alternativhypothese

angenommen werden.
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3 Ergebnisse

3.1 Probandenklientel

Die Charakteristika der Probanden sind in Tabelle 4 dargestellt. Die Probanden waren
mit 23 (21,5-27) Jahren relativ jung und bis auf wenige Ausnahmen normalgewichtig bei

einem Durchschnitts-BMI von 22,89 (21,38-24,01) kg/m? (siehe Tabelle 5).

Tabelle 4 Charakteristika der Probanden

N Mdn (IQA) [Min; Max]
Alter zum 33 23 (21,5-27) [18; 36]
Zeitpunkt  der
Untersuchung
KérpergréRe 33 183  (180-187) [173; 197]
[cm]
Gewicht [kg] 33 75,7 (70,5-75,7) [59,8; 122,2]
BMI [kg/m?] 33 22,89 (21,38-24,01) [17,41; 34,95]
> MET-Stunden 33 10,67 (5,67-25,00) [0; 48]

Tabelle 5 BMI Gruppeneinteilung

BMI Einteilung Haufigkeit
<18,5 Untergewicht 1 3,0%
18,5-24,9 Normalgewicht 27 81,8%
25,0-29,9 Ubergewicht 4 12,1%
30,0-34,9 Adipositas Grad | 1 3,0%

Aus den erhobenen Daten des Fragebogens ergab sich eine relative homogene
Probandengruppe in Bezug auf Erndhrungsgewohnheiten und Tabakkonsum. Der
GrofRteil der Probanden erndhrte sich omnivor (87,9%), hatte keine
Lebensmittelunvertraglichkeiten (97%), war Nichtraucher (97%) und nahm zu dem
Durchflihrungszeitraum keine Medikamente ein (84,8%). Die sportliche Aktivitat in der
Freizeit variierte sehr stark von Proband zu Proband und lag in der Summe bei 10,67
(5,67-25,00) MET-Stunden. Am unteren Ende betrieben die Probanden in ihrer Freizeit
Uberhaupt keinen Sport (15,2%). Der aktivste Proband kam auf 6 Stunden intensiv

befundenen Sport in der Woche, was 48 MET-Stunden entsprach. Die meisten
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Probanden gaben auch keine gesundheitlichen Probleme oder chronische Erkrankungen
an (84,8%). Bei Probanden, die gesundheitliche Einschrankungen angaben, sprachen

diese nicht gegen die Teilnahme an der Studie.

3.1.1 Bioimpedanzanalyse

Die Ergebnisse der Bioimpedanzanalyse sind in Tabelle 6 dargestellt. Unter unseren
Probanden fand sich im Durchschnitt eine absolute Fettmasse von 15,3 (12,2-19,6) kg,
was einem relativen Anteil von 20,8 (16,95-24,1) % entsprach. Die absolute

Muskelmasse der Probanden belief sich auf 41,1 (38,3-45,1) kg auf, was wiederum

einem Anteil von 42,6 (39,5-45,3) % entsprach.

Tabelle 6 Ergebnis Bioimpedanzanalyse

N Mdn (IQA)

TBWabs [1] 33 43,9 (40,8-47,7)
TBWrel [%] 33 57,9 (55,5-60,65)
ECWabs [I] 33 189 (17,6-19,9)
ECWrel [%] 33 43,0 (41,8-44,2)
BCM [kg] 33 33,9 (31,4-37,0)
FMabs [kg] 33 15,3 (12,2-19,6)
FMrel [%] 33 20,8 (16,95-24,1)
FFMabs [kg] 33 60,2 (55,9-65,0)
FFMrel [%] 33 79,2 (75,9-83,1)
MMoabs [kg] 33 41,1 (38,3-45,1)
MMrel [%] 33 42,6 (39,5-45,3)
SMMabs [kg] 33 32,4 (30,2-34,0)
ASMMoabs [kg] 33 24,9 (23,1-26,8)

BCMI [kg/m?] 33 10,1 (9,5-10,9)
FMI [kg/m2] 33 45 (3,858)
FFMI [kg/m?] 33 17,7 (17,0-19,2)
MMI [kg/m?] 33 12,3  (11,5-13,3)
SMI [kg/m?] 33 95 (9,2-10,2)

ASMI [kg/m?] 33 74 (7,079
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[Min; Max]
[36,1; 54,1]
[44,3; 63,6]
[16,0; 24,4]
[38,1; 46,1]
[26,5; 41,6]
[7,5; 48,5]

[12,6; 39,7]
[49,7; 73,7]
[60,3; 87,4]
[32,6; 50,2]
[28,1; 50,0]
[26,2; 36,4]
[20,5; 30,4]

[7,9; 13,4]
[2,5; 13,9]
[14,7; 21,9]
[9,7; 16,2]
[8,3; 11,2]

(6,2;9,0]



PA [°] 33 6,6 (6,35-6,95) [5,9; 8,0]

Zur weiteren Auswertung der Bioimpedanzanalyse wurde auf einige Ergebnisse in dieser

Arbeit genauer eingegangen.

41



3.2 Reaktion auf physikalisches Training

Mittels Monitoring der Vitalparameter wahrend der Durchfiihrung des Tests konnte
man die kardiovaskuldaren Anpassungsreaktionen des Koérpers beobachten. Das
subjektive Belastungs- und Dyspnoeempfinden direkt im Anschluss an den
Fahrradergometertest wurde mittels BORG-Skala festgehalten. AuRerdem zeigte sich

ebenfalls eine Anpassung der Steroidhormonkonzentrationen.

Bei der Durchflihrung des Tests kam es bei keinem Probanden zu Zwischenfallen. Alle
Probanden waren in der Lage den Fahrradergometertest reguldr zu beenden. Es traten

bei keinem Probanden Ereignisse auf, die zu einem Abbruch des Tests geflihrt hatten.

3.2.1 Kardiovaskuldre Anpassung

Zur Auswertung der Reaktion des kardiovaskuldaren Systems lagen die Werte des
Monitorings der Vitalparameter vor. Diese umfassten die Herzfrequenz, den
systolischen (RRsys) und diastolischen Blutdruck (RRpia), sowie den daraus errechneten

mittleren arteriellen Druck (MAD).

Die Herzfrequenz in Ruhe befand sich im Median bei 66 (58-77) Schlagen pro Minute. Es
zeigte sich ein grofler Unterschied zwischen dem Probanden mit der niedrigsten
Ruhefrequenz von 41 S/min und demjenigen mit der héchsten Herzfrequenz von 88
S/min. Der systolische Blutdruck in Ruhe lag im Median bei 122 (120-130) mmHg.
Zusammen mit dem RRpia ergab sich daraus ein mittlerer arterieller Blutdruck von 93
(90-97) mmHg. Damit lag das Probandenklientel im Durchschnitt innerhalb der

Normwerte fir Herzfrequenz und Blutdruck in Ruhe.

Unter Belastung kam es bei allen Probanden zu einem kontinuierlichen Anstieg der
Vitalparameter bis zum Ende der Belastung (siehe Abbildung 6). Bei der Herzfrequenz
bedeutete dies einen Anstieg auf 119 (114-127) S/min am Ende des Ergometertests. Die
maximale Herzfrequenz Uberstieg zu diesem Zeitpunkt bei keinem der Probanden 160
S/min. Damit lag sie noch weit unter der errechneten maximalen Herzfrequenz von 220

minus Lebensalter. Die Belastung machte sich ebenso beim gemessenen Blutdruck
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bemerkbar. RRsys stieg im Median auf 150 (148-165) mmHg, was zu einem Anstieg des
MADs auf 103 (100-107) mmHg fihrte.
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Abbildung 6 Blutdruck (A) und Herzfrequenz (B) im Verlauf: dargestellt ist jeweils der Median der
einzelnen Messpunkte

3.2.2 Metabolische Anpassung
Die Anpassung im Energiehaushalt wurde durch die Bestimmung der Glukose- und
Lactatkonzentration zu drei Zeitpunkten erfasst. Diese Zeitpunkte fanden vor, direkt

nach und 120 Minuten nach dem Fahrradergometertest statt.

Der mediane basale Glukosespiegel lag bei 4,48 (4,29-4,79) mmol/l. Nach der
Durchfuhrung des Ergometertests fiel er auf 4,19 (3,91-4,44) mmol/l ab und veranderte
sich nach 120 Minuten kaum mehr (4,20 (4,02-4,49)) mmol/l. Dieser primare Abfall

erwies sich im Friedmann-Test als signifikant (pangepasst <0,01).

Der mediane Lactatspiegel lag vor dem Test bei 1,11 (0,98-1,30) mmol/l und stieg direkt
nach dem Test auf 1,48 (1,14-2,01) mmol/l an. Dieser Anstieg stellte sich in der
Friedmann-Varianzanalyse als signifikant heraus (pangepasst=0,024). Nach 120 Minuten

kam es wieder zu einem signifikanten Abfall (pangepasst <0,01) auf 1,03 (0,87-1,32) mmol/I.
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3.2.3 Borg-Skala

Zur Erfassung des subjektiven Empfindens des Ausmales der Belastung wurde die Borg-
Skala flr Belastung und Dyspnoe angewandt. Die Belastung wurde von den Probanden
als sehr leicht (8) bis sehr schwer (16) und das Dyspnoeempfinden zwischen nicht

vorhanden (6) bis sehr stark (16) eingeschatzt.

3.2.4 Hormonelle Anpassung

3.2.4.1 Aldosteron

Der Basalwert von Aldosteron belief sich auf 49,7 (20,2-85,5) ng/I. Dieser erhéhte sich
15 Minuten nach der Belastung auf 99,8 (31,2-135,6) ng/I. Das entsprach einen Anstieg
um 46,3 (3,7-124,8) %. Bei der letzten Blutentnahme nach der zweistiindigen Ruhephase
fiel der Aldosteronspiegel im Median noch unter das Ausgangslevel hinaus ab auf 21,8
(10,5-30,1) ng/l, was einer prozentualen Anderung von -49,3 (-77,6- -33,67) % im

Vergleich zum Ausgangswert in Ruhe entsprach (siehe Abbildung 7).
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Abbildung 7 Verlauf der absoluten Aldosteron-Konzentrationen (A) und Anderung der Aldo-Konzentration bezogen
auf den t0-Wert (B): Dargestellt sind die Zeitpunkte basal (t0), 15 min n.B. (t1) und 120min n.B. (t2); signifikante
Unterschiede wurden mittels Friedmann-Test ermittelt und in der Grafik markiert
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Der Unterschied der Konzentrationen zwischen den einzelnen Zeitpunkten stellte sich
mittels eines durchgefiihrten Friedmann-Test als hochsignifikant heraus (X?(2)= 44,909;
p< 0,01; n= 33). Ein anschlieBender Post-Hoc-Test (Dunn-Bonferroini-Test) konnte den
signifikanten Unterschied zwischen Basalwert und 15 Minuten nach Belastung (n.B.)
(Pangepasst=0,029), zwischen Basalwert und 120 Minuten n.B. (Pangepasst<0,01) und

zwischen 15 Minuten und 120 Minuten n.B. (pangepasst<0,01) nachweisen.

3.2.4.2 Kortisol

Der Median der Basallevel von Kortisol belief sich auf 9,2 (6,0-14,9) ug/dl. Im Verlauf
fand sich 15 Minuten nach der Belastung im Durchschnitt ein Abfall der Konzentration
um 32,6 (28,4-41,5) Prozent auf 6,5 (4,1-9,5) pug/dl. Nach 120 Minuten fiel dieser Wert
weiter ab auf 5,0 (3,1-6,6) pg/dl. Das entsprach im Vergleich zum Basalwert einem Abfall
um 55,0 (28,4-61,6) Prozent (siehe Abbildung 8)
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Abbildung 8 Verlauf der absoluten Kortisol-Konzentrationen (A) und Anderung der Kortisol-Konzentration bezogen
auf den t0-Wert (B): Dargestellt zu den Zeitpunkten basal (t0), 15min n.B. (t1) und 120min n.B. (t2); Signifikante
Unterschiede zwischen tO-Wert und anderen Zeitpunkten wurden mit einem § markiert, die Berechnung erfolgte mit
der Friedmann-Varianzanalyse
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Statistisch war dieser beschriebene Unterschied mittels eines durchgefiihrten
Friedmann-Tests signifikant (X?(2)= 42,606; p< 0,01; n= 33). Der Post-Hoc-Test wies
einen signifikanten Unterschied zwischen Basalwert und 15 Minuten n.B. (pangepasst<
0,01) und zwischen Basalwert und 120 Minuten n.B. (Pangepasst< 0,01) nach. Der

Unterschied zwischen t1 und t2 stellte sich als nicht signifikant heraus (pangepasst= 0,109).

Die im Rahmen der Massenspektrometrie mitbestimmten Vorldufer-Steroide werden in
dieser Arbeit nicht speziell mit analysiert und beurteilt. Sie lassen jedoch samtlich darauf
schlieBen, dass bei keinem Probanden Enzymdefekte der Nebenniere vorlagen, die eine
Defizienz in der Substratverarbeitung verursachten und so indirekt das Ergebnis hatten

beeinflussen kdnnen.
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3.3 Biomarker

3.3.1 Myostatin

Der Basalwert von Myostatin belief sich im Median auf 23,3 ng/ml. Im weiteren Verlauf
veranderte sich dieser Median nur leicht, am starksten 15 Minuten nach der Belastung
auf 25,1 ng/ml, was im Median einen Anstieg um 8,67% entsprach. Nach zwei Stunden
Ruhephase ging die Konzentration wieder auf Mdn= 23,2 ng/ml. Diese doch sehr
dhnlichen Konzentrationen ergaben sich allerdings nur rein rechnerisch. Betrachtet man
die Minima und Maxima der jeweiligen Werte, fallt ein groRer Bereich auf, bei dem es
sowohl zu starken Abfillen, als auch zu starken Anstiegen kam. Dies wurde auch

nochmal in Abbildung 9 graphisch dargestellt.

Ein durchgefihrter Friedmann-Test (X?(2)= 0,79, p= 0,674, n= 33) konnten keine

signifikanten Unterschiede der Konzentrationen zu den drei verschiedenen Zeitpunkten

nachweisen.

MSTN (t0)  MSTN (t1) MSTN (t2) A% MSTN (t1) A% MSTN (t2)
[ng/ml] [ng/ml] [ng/ml]
N 33 33 33 33 33
Mdn 23,3 25,1 23,2 8,67 1,550
(1QA) (19,6-28,6)  (19,4-29,9) (20,2-29,9) (-17,2-20,2) (-24,5-28,6)
[Min; Max] [14,6; 41,2] [2,5; 46,2] [11,1; 46,7] [-88,84; 49,03]  [-56,08; 124,42]
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Abbildung 9 Verlauf der absoluten MSTN-Konzentrationen (A) und Anderung der MSTN-Konzentration bezogen
auf den t0-Wert (B): Auf der x-Achse sind die verschiedenen Messzeitpunkte dargestellt: tO= basal, t1= 15min n.B.,
t2=120min n.B.
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3.3.2 Follistatin

Die Konzentration von Follistatin im Serum betrug im Median 231,93 pg/ml. Nach der
Belastung zum Zeitpunkt 15 Minuten n.B. lag der Median bei 281,47 pg/ml und zum
Zeitpunkt 120 Minuten n.B. bei 254,22 pg/ml. Durch groBe Varianz der Messwerte muss
man diese Ergebnisse allerdings mit Vorsicht betrachten (siehe Abbildung 10). So kam
es bei der prozentualen Anderung zum Zeitpunkt t2 zu einem Abfall um 8,9%, obwohl
die Absolutwerte einen Anstieg anzeigten. Analog zu Myostatin konnten bei den
prozentualen Anderungen sowohl Konzentrationsabfille, als auch -anstiege beobachtet

werden.

Auch rechnerisch ergab der Friedmann Test keinen signifikanten Unterschied zwischen

den drei verschiedenen Zeitpunkten (X?(2)= 0,581, p= 0,748, n=31).

FST (t0) FST (t1) FST (t2) A% FST (t1) A% FST (t2)
[ng/ml] [ng/ml] [ng/ml]
N 33 32 32 32 32
Mdn 231,9 281,47 254,22 4,4 -8,9
(1QA) (172,0- (138,2- (160,9-293,4) (-11,9-27,0) (-28,1-27,8)
356,4) 402,0)
[Min; Max] [52,9; 508,9] [37,5; 526,0] [57,8; 545,6] [-65,1; 133,5] [-69, 9; 212,9]
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Abbildung 10 Verlauf der absoluten FST-Konzentrationen (A) und Anderung der FST-Konzentration bezogen auf
den t0-Wert (B): Auf der x-Achse sind die verschiedenen Messzeitpunkte dargestellt: tO= basal, t1= 15min n.B., t2=
120min n.B.;
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3.3.3 Follistatin-like-3

Der Basalwert von FSTL3 betrug im Median 3,97 ng/ml und verdnderte sich im Verlauf
kaum. Diese prozentuale Anderung bewegte sich in einem Bereich zwischen -7.00 %
und +6,96% zum Zeitpunkt 15 Minuten, bzw. zwischen -9,78% und +13,06% zum

Zeitpunkt 120 Minuten. Diese Werte sind in Abbildung 11 dargestellt.

Rechnerisch kam auch der Friedmann-Test zum Ergebnis, dass kein signifikanter

Unterschied der Konzentrationen zu den drei verschiedenen Zeitpunkten (X?(2)= 4,065;

p=0,131; n= 31) existiert.

FSTL3 (t0) FSTL3 (t1) FSTL3 (t2) A% FSTL3 (t1) A% FSTL3 (t2)
[ng/ml] [ng/ml] [ng/ml]
N 31 32 32 31 31
Mdn 3,97 3,90 3,95 -1,35 0,06
(1QA) (3,78-4,23)  (3,75-4,14) (3,72-4,16) (-3,86-0,65) (-4,38-2,78)
[Min; Max] [3,18; 4,41]  [3,33; 4,44] [3,30; 4,41] [-7,00; 6,96] [-9,78; 13,06]
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Abbildung 11 Verlauf der absoluten FSTL3-Konzentrationen (A) und Anderung der FSTL3-Konzentration bezogen
auf den t0-Wert (B): Auf der x-Achse sind die verschiedenen Messzeitpunkte dargestellt: tO= basal, t1= 15min n.B.,
t2=120min n.B.;

50



3.3.4 Interleukin 6

Die Werte von IL-6 waren sehr weit gestreut. Im Median lag der Basalwert bei 5,10
ng/ml. Im weiteren Verlauf kam es zu einem minimalen Abfall der Konzentrationen auf
Mdn= 4,59 ng/ml nach 15 Minuten und auf Mdn=4,41 ng/ml nach 120 Minuten. Es kam

bei den Probanden sowohl zu Anstiegen, als auch zu Abfallen des IL-6-Spiegels.

Ein durchgefiihrter Friedmann-Test konnte keinen signifikanten Unterschied zwischen

den einzelnen Zeitpunkten feststellen (X?(2)= 2,000; p=0,368; n=21).

IL-6 (t0) IL-6 (t1) IL-6 (t2) A% IL-6 (t1) A% IL-6 (t2)
[ng/ml] [ng/ml] [ng/ml]
N 24 24 26 22 23
Mdn 5,10 4,59 4,41 -3,14 -4,87
(1QA) (3,22-7,16) (2,92-5,60) (2,50-6,52)  (-17,63-45,27) (-29,08-31,96)

[Min; Max] = [0,84;70,63] [0,34;138,27] [0,30;116,42] [-59,67;153,13] [-95,89; 146,67]
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Abbildung 12 Verlauf der absoluten IL-6-Konzentrationen (A) und Anderung der IL-6-Konzentration bezogen auf den
t0-Wert (B): Auf der x-Achse sind die verschiedenen Messzeitpunkte dargestellt: tO= basal, t1= 15min n.B., t2= 120min
n.B.; Extremwerte (>dreifachen IQA) wurden zur besseren Darstellung aus der Grafik ausgeschlossen
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3.3.5 Interleukin 8
Die einzelnen Werte der IL-8-Konzentration zu den verschiedenen Zeitpunkten sind in
der folgenden Tabelle dargestellt. Dort fallt, wie schon bei IL-6, eine sehr groBe Streuung

der einzelnen Ergebnisse auf.

Ein durchgeflihrter Friedmann-Test gab zwar primadr den Unterschied zwischen den
Werten als signifikant an (X?(2)= 6,077; p= 0,048; n= 26). Beim durchgefiihrten Post-Hoc
Test, konnte man aber nach Anwendung der Bonferroni-Korrektur keinen signifikanten
Unterschied zwischen den einzelnen Zeitpunkten finden. Der Unterschied zwischen t1

und t2 war dabei der deutlichste und fast signifikant (pangepasst= 0,055).

IL-8 (t0) IL-8 (t1) IL-8 (t2) A% IL-8 (t1) A% IL-8 (t2)
[ng/ml] [ng/ml] [ng/ml]

N 30 30 28 28 26
Mdn 117,35 123,93 97,55 0,77 -10,45
(1QA) (79,61- (80,89-205,12) (59,59-134,91) (-21,41-32,20) (-38,63-7,65)

173,52)
[Min; Max] [24,45; [40,53; [35,81; [-54,66; 749,41] [-89,34; 1380,26]
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Abbildung 13 Verlauf der absoluten IL-8-Konzentrationen (A) und Anderung der IL-8-Konzentration bezogen auf den
t0-Wert (B): Auf der x-Achse sind die verschiedenen Messzeitpunkte dargestellt: tO= basal, t1= 15min n.B., t2= 120min
n.B.; Extremwerte (>dreifachen IQA) wurden teilweise zur besseren Darstellung aus der Grafik ausgeschlossen
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3.3.6 Klotho

Die Konzentration von Klotho in Ruhe betrug im Median 28,10 ng/ml und fiel 15 Minuten
nach dem Ergometertest im Durchschnitt minimal auf Mdn= 27,50 ng/ml. Dies
entsprach einem minimalen prozentualen Abfall von Mdn=-1,22 %. Zwei Stunden nach
der Belastung lag die Konzentration im Durchschnitt bei Mdn= 26,80 ng/ml. Das
entsprach im Median einen Abfall von -1,31 % (dargestellt in Abbildung 14). Der

Unterschied zwischen den Konzentrationen stellte sich im Friedmann-Test als nicht

signifikant dar (X?(2)= 2,977; p=0,226; n=33).

Klotho (t0) Klotho (t1) Klotho (t2) A% Klotho (t1) A% Klotho (t2)
[ng/ml] [ng/ml] [ng/ml]

N 33 33 33 33 33
Mdn 28,10 27,50 26,80 -1,22 -1,31
(1QA) (13,95-40,3) (13,90-37,80) = (13,40-37,80) (-6,27-1,08) (-4,89-3,69)
[Min; Max] = [5,50; 45,90] [4,60; 50,70] [5,40; 46,20] [-20,39; 71,11] [-38,83; 57,78]
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Abbildung 14 Verlauf der absoluten Klotho-Konzentrationen (A) und Anderung der Klotho-Konzentration bezogen
auf den t0-Wert (B): Auf der x-Achse sind die verschiedenen Messzeitpunkte dargestellt: tO= basal, t1= 15min n.B., t2=
120min n.B.; Extremwerte (>dreifachen IQA) wurden zur besseren Darstellung aus der Grafik ausgeschlossen

53



3.4 Korrelationen

Es wurde nach maoglichen Einflussfaktoren auf die Absolutwerte der Biomarker zu den
verschiedenen Zeitpunkten, bzw. deren prozentuale Anderung zwischen den
Zeitpunkten nach dem Ergometertest und dem Basalwert gesucht. Um diese zu
identifizieren, wurden die Daten auf Korrelationen zwischen diesen Werten und dem
Trainingszustand, der Bioimpedanzanalyse, der kardiovaskularen und metabolischen

Antwort auf eine Belastung untersucht.

3.4.1 Myostatin/ Follistatin/ Follistatin-like-3

Bei der Berechnung des Korrelationskoeffizienten nach Spearman zeigten sich teilweise
signifikante Korrelationen zwischen den Werten der Bioimpedanzanalyse und den
Absolutwerten von Myostatin, allerdings nicht bei deren prozentualer Anderung. Diese
Korrelationen sind in Tabelle 7 dargestellt. Weitere Korrelationen, zum Beispiel zum
Trainingszustand (reprasentiert durch die Summe der Metabolischen Aquivalente (MET

Stunden) oder kardiovaskuldaren Vitalparametern ergaben sich bei Myostatin nicht.

Tabelle 7 Korrelationen zwischen Myostatin und BIA: Dargestellt ist der Korrelationskoeffizient nach Spearman (rs);
Signifikante Korrelationen wurden markiert *: p<0,05; **: p<0,01; N=33

MSTN (t0) MSTN (t1)  MSTN(t2) A% MSTN A% MSTN

(t1) (t2)
rs  Gewicht -0,297 -0,425° -0,157 -0,162 0,021
BMI -0,293 -0,448™ -0,175 -0,136 0,069
FM abs -0,120 -0,272 0,011 -0,178 -0,015
FMrel -0,051 -0,238 0,053 -0,210 -0,029
FFMbs -0,337 -0,466"" -0,277 -0,149 0,008
FFM el 0,051 0,238 -0,053 0,210 0,029
MM aps -0,255 -0,476" -0,345° -0,256 -0,122
MMrel 0,082 0,266 -0,036 0,217 0,025
SMMabs -0,397 -0,446™ -0,324 -0,072 0,042
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Follistatin zeigte keine Korrelationen zu Werten der Bioimpedanzanalyse oder
kardiovaskularen Daten. Allerdings konnte eine signifikante negative Korrelation
zwischen der Summe aller MET-Minuten und der prozentualen Anderung von FST zu den
Zeitpunkten t1 und t2 gefunden werden (A% FST (t1): rs= -0,498, p<0,01, N=32; A% FST
(t2): rs= -0,375, p<0,05, N=32). AuRerdem wurde eine positive Korrelation zwischen

einzelnen Absolutwerten von FST und Lactatwerten gefunden (siehe Tabelle 8)

Tabelle 8 Korrelationen FST: Dargestellt ist der Spearmann-Korrelationskoeffizient (rs); Signifikante Korrelationen sind
gekennzeichnet *: p<0,05; **: p<0,01

FST (t0) FST (t1) FST (t2) A% FST (t1) A% FST (t2)

rs 5 MET-Minuten 0,022 -0,270 -0,306 -0,498" -0,375"
Lactat (t1) 0,181 0,336 0,354 0,176 0,002
A% Lactat (t1) 0,290 0,369" 0,353" 0,052 -0,048

Follistatin-like-3 zeigte ebenfalls keine Korrelation mit den Werten der BIA. Es fand sich
allerdings Korrelationen zu kardiovaskularen Daten wie die Herzfrequenz und der MAD.
Diese traten bei den Absolutwerten auf, die relativen Anderungen waren nicht betroffen

(siehe Tabelle 9).

Tabelle 9 Korrelationen FSTL3: Dargestellt ist der Spearmann-Korrelationskoeffizient (rs); Signifikante Korrelationen
sind gekennzeichnet *: p<0,05; **:p<0,01

FSTL3 (t0) FSTL3 (t1) FSTL3 (t2) A% FSTL3 A% FSTL3

(t1) (t2)
rs  HF (bl) [S/min] 0,506™" 0,518™ 0,500™" -0,057 -0,111
HF (120min n.B.) 0,267 0,362" 0,380" 0,076 0,071
[S/min]
MAD (15min) -0,356" -0,470"" -0,456"" 0,086 0,119
[mmHg]

Korreliert man die Myokin-Werte untereinander finden sich einige Korrelationen. Bei

Myostatin fallt eine starke Korrelation der Werte untereinander auf. Zusatzlich konnten
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signifikante Korrelation zwischen Myostatin und Follistatin festgestellt werden (siehe

Tabelle 10). Es gab keine weitere Korrelation zu anderen Myokinen.

Tabelle 10 Korrelationen MSTN zu anderen Myokinen: Dargestellt ist der Spearmann-Korrelationskoeffizient (rs);
Signifikante Korrelationen sind gekennzeichnet *: p<0,05; **: p<0,01

rs

MSTN (t0)
MSTN (t1)
MSTN (t2)

A% MSTN (1)
A% MSTN (t2)
FST (t0)

A% FST (t1)
A% FST (t2)

MSTN (t0)

1,000
0,646
0,191

-0,282
-0,546""
-0,110

-0,233
-0,028

MSTN (t1)

1,000
0,482

0,489
-0,007
-0,292

0,168
0,304

MSTN (t2)

1,000

0,399
0,651
0,030

0,186
-0,043

A% MSTN A% MSTN
(t1) (t2)
1,000
0,653™ 1,000
-0,349" -0,004
0,422" 0,337
0,481 0,102

Bei Follistatin konnte man zusatzlich zu der Korrelation mit Myostatin auch noch

signifikante Korrelationen der Follistatin-Werten untereinander und zu einigen Werten

von IL-6, IL-8 nachweisen. In Tabelle 11 sind alle signifikanten Korrelation dargestellt.

Keine Korrelation konnte zwischen FST und FSTL3 nachgewiesen werden.

Tabelle 11 Korrelationen FST zu anderen Myokinen: Dargestellt ist der Spearmann-Korrelationskoeffizient (rs);

Signifikante Korrelationen sind gekennzeichnet *: p<0,05; **:p<0,01

s

FST (t0)
FST (t1)

FST (t2)

A% FST (t1)
A% FST (t2)
A% MSTN (t1)

IL-6 (t1)

FST(t0)

1,000
0,749

0,558

-0,139
-0,591""
-0,349"

0,368

FST (t1)

1,000

0,808™

0,440"
-0,144
-0,053

0,326
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FST (t2)

1,000

0,425"
0,246
-0,098

0,490

A% FST (t1) A% FST (t2)
1,000
0,663™ 1,000
0,422° 0,481™"
0,265 0,186



IL-6 (t2) 0,125 0,175 0,466 0,295 0,488"

A% IL-6 (t2) -0,024 -0,016 0,185 0,154 0,448"
IL-8 (t0) [pg/ml] 0,478 0,265 -0,032 -0,161 -0,399"
IL-8 (t1) [pg/ml] 0,551"" 0,600 0,438" 0,022 -0,218
A% IL-8 (t1) -0,092 0,293 0,499 0,489 0,432
A% 1L-8 (2) -0,445" -0,151 0,125 0,215 0,383

FSTL3 zeigte wieder Korrelationen unter den FSTL3-Werten. Folgende Tabelle zeigt

aulRerdem signifikante Korrelationen zu Werten von IL-8 und Klotho.

Tabelle 12 Korrelationen FSTL3 zu anderen Myokinen: Dargestellt ist der Spearmann-Korrelationskoeffizient (rs);
Signifikante Korrelationen sind gekennzeichnet *: p<0,05; **:p<0,01

FSTL3 (t0) FSTL3 (t1) FSTL3 (t2) A% FSTL3 A% FSTL3

(t1) (t2)

rs  FSTL3 (t0) 1,000
FSTL3 (t1) 0,867 1,000
FSTL3 (t2) 0,798™ 0,937™ 1,000
A% FSTL3 (t1) -0,211 0,225 0,243 1,000
A% FSTL3 (t2) -0,436" -0,096 0,124 0,732™ 1,000
Klotho (t0) 0,1375 -0,074 -0,084 -0,367" -0,275
A% Klotho (t2) -0,090 0,023 0,144 0,275 0,453
IL-8 (t0) -0,086 0,070 0,073 0,351 0,386
IL-8 (t2) -0,202 0,093 0,189 0,363 0,516

3.4.2 Interleukin 6 und Interleukin 8

Bei Interleukin 6 konnten signifikante positive Korrelationen zum BMI und zur absoluten
Skelettmuskelmasse gefunden werden. AulRerdem fanden sich wiederrum
Korrelationen der IL-6-Werte untereinander und die schon oben erwdhnte Korrelation

zu FST.

Tabelle 13 Korrelationen von IL-6: Dargestellt ist der Spearmann-Korrelationskoeffizient (rs); Signifikante
Korrelationen sind gekennzeichnet *: p<0,05; **:p<0,01

IL-6 (t0) IL-6 (t1) IL-6 (t2) A% IL-6 (t1) A% IL-6 (t2)

rs  BMI 0,420* 0,098 0,069 -0,082 -0,210
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SMM 0,198 0,372 0,078 0,452* 0,029

IL-6 (t1) 0,684 1,000

IL-6 (t2) 0,751"" 0,803 1,000

A% IL-6 (t1) 0,022 0,573" 0,317 1,000

A% 1L-6 (t2) 0,041 0,356 0,501" 0,512 1,000
FST (t2) 0,391 0,490° 0,466" 0,162 0,185
A% FST (t2) 0,117 0,186 0,488" 0,239 0,448"

IL-8 zeigte wiederrum Korrelationen mit kardiovaskularen Daten so wie zum Beispiel der
Herzfrequenz am Ende der Belastung (HF (15min)) und der absoluten
Skelettmuskelmasse, einem Messergebnis der Bioimpedanzanalyse. AuRerdem fanden
sich neben den schon oben erwahnten Korrelationen zu FST und FSTL3 Korrelationen zu

Klotho. Es wurden auch wieder Korrelationen der IL-8-Werte untereinander gefunden.

Tabelle 14 Korrelationen von IL-8: Dargestellt ist der Spearmann-Korrelationskoeffizient (rs); Signifikante
Korrelationen sind gekennzeichnet *: p<0,05; **:p<0,01

IL-8 (t0) IL-8 (1) IL-8 (t2) A% IL-8 (t1) A% IL-8 (t2)

rs  HF (15min) 0,145 0,398" 0,382" 0,316 0,270

HF (120min n.B.) 0,256 0,372" 0,041 -0,067 -0,271

SMM 0,136 -0,082 -0,234 -0,022 -0,419°

Lac (Omin n.B.) -0,102 0,381" 0,271 0,465 0,535

A% Lac (Omin n.B.) -0,028 0,366" 0,305 0,285 0,377

IL-8 (t1) 0,701 1,000

IL-8 (t2) 0,387 0,556 1,000

A% IL-8 (t1) -0,625™" -0,041 -0,001 1,000

A% IL-8 (t2) -0,595™ -0,266 0,347 0,627" 1,000

FST (t0) 0,478™ 0,551*" 0,085 -0,092 -0,445"

FST (t1) 0,265 0,600™ 0,205 0,293 -0,151
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FST (t2)

A% FST (t1)
A% FST (t2)
A% FSTL3 (t2)
A% Klotho (1)

A% Klotho (t2)

-0,032
-0,161
-0,399"
0,386
0,316

0,453"

0,438"
0,022
-0,218
0,325

0,502

0,285
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0,332
0,071
0,131

0,516~

0,502"

0,443"

0,499"
0,489"
0,432°
0,013
0,033

-0,288

0,125

0,215

0,383

0,043

0,004

-0,005



3.4.3 Klotho

Bei Klotho fanden sich Korrelationen zu den MET-Minuten und zu Werten der
Bioimpedanzanalyse. Dort fallt eine signifikante positive Korrelation zwischen den
Absolutwerten von Klotho und der relativen und absoluten Fettmasse auf. Zusatzlich
fanden sich wieder neben den schon oben erwahnten Korrelationen zu IL-8 und FSTL3,

Korrelationen der Klotho Werte untereinander.

Tabelle 15 Korrelationen von Klotho: Dargestellt ist der Spearmann-Korrelationskoeffizient (rs); Signifikante
Korrelationen sind gekennzeichnet *: p<0,05; **:p<0,01

Klotho (t0) Klotho (t1) Klotho (t2) A% Klotho A% Klotho

(t1) (t2)
rs S MET-Minuten -0,017 -0,046 -0,017 -0,406" -0,074
FMabs 0,445™ 0,472" 0,408" 0,096 -0,154
FMrel 0,491™ 0,508 0,449" 0,086 -0,091
FFMrel -0,491™ -0,508"" -0,449" -0,086 0,091
MMrel -0,495™ -0,512"" -0,453" -0,066 0,136
IL-8 (t0) 0,126 0,202 0,238 0,316 0,453
IL-8 (t1) -0,032 0,093 0,062 0,502™ 0,285
IL-8 (t2) -0,124 -0,049 -0,055 0,502" 0,443"
A% FSTL3 (1) -0,367" -0,332 -0,335 0,095 0,275
A% FSTL3 (t2) -0,275 -0,201 0,216 0,307 0,453
Klotho (t0) 1,000 0,971 0,979 0,230 0,026
Klotho (t1) 0,971" 1,000 0,984™ 0,376 0,088
Klotho (t2) 0,979 0,984 1 0,314 0,156
A% Klotho (t1) 0,230 0,376" 0,314 1 0,271
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4 Diskussion

In dieser Arbeit ging es um die Anpassungsreaktionen des menschlichen Organismus an
eine korperliche Betatigung. Der Fokus dabei lag auf der Ausschittung von Zytokinen
und Myokinen. Diese Studie konnte nicht nachweisen, dass es zu einer einheitlichen,
signifikanten Anderung der Konzentrationen fiir Myostatin, Follistatin, Follistatin-like-3,
Interleukin 6, Interleukin 8 und Klotho als Reaktion auf eine kurze kérperliche Belastung

innerhalb von zwei Stunden kommt.

4.1 Probandenklientel

Diese Arbeit ist Teil eines grolRen Projektes, bei dem es um die Detektion von
Anpassungsreaktionen  von  mesenchymalem  Gewebe auf eine  kurze
Belastungssituation bei verschiedenen Bevélkerungsgruppen geht. Der vorliegende Teil
beschaftigt sich mit der Kontrollgruppe. Dafir wurden gesunde Manner im Alter
zwischen 18 und 36 Jahren eingeschlossen. Ein dhnlicher Altersbereich hat sich auch
schon in anderen Fragestellungen als gute Kontrollgruppe herausgestellt. Zum Beispiel
wird bei der Definition von Osteoporose die Knochendichte der Patienten bei der
Knochendichtemessung mittels Dual-Rontgen-Absorptiometrie mit der Knochendichte

von 20-29-Jahrigen verglichen.

Auswahlkriterium fiir die Auswahl der Probanden war neben einer schriftlichen
Einwilligung aller Probanden, das passende Alter und eine korperliche Gesundheit, die
es den Probanden ermoglichte ohne Risiko am Fahrradergometertest teilzunehmen. Die
Akquise der Probanden erfolgte aus dem personlichen Umfeld des Durchfiihrenden.
Dies machte sich auch in der Altersverteilung bemerkbar. 90,9% der Probanden waren
zum Zeitpunkt der Durchfiihrung jinger als 30 Jahre. Die sportliche Aktivitat, die mittels
metabolischen Aquivalenten quantifiziert wurde, war kein Auswahlkriterium. So lieR
sich auch die groBe Varianz in der Verteilung der Freizeitsportaktivitdt der Probanden

erklaren (Minimum: 0 MET-Stunden; Maximum: 48 MET-Stunden).
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4.1.1 Bioimpedanzanalyse
Zur Einschatzung unserer BIA-Werte wurden als Referenzwerte die Ergebnisse einer

Studie von Kyle et al. [78] herangezogen.

Unsere Probanden hatten im Vergleich zu Mannern im Alter zwischen 25 und 34 Jahren
aus der betrachteten Studie eine leicht erhdhte relative Fettmasse (20,8 (16,95-24,1) %
vs. 18,2 (15,2-21,9) %). Ebenso fand sich eine leichte Erhéhung der absoluten Fettmasse
(15,3 (12,2-19,6) kg vs. 13,2 (10,5-17,0) kg). Die absolute Fettfreie Masse zeigte sich
allerdings vergleichbar (60,2 (55,9-65,0) kg vs. 60,3 (56,5-63,6) kg). Eine Moglichkeit,
wie es zu dieser Abweichung kam, kénnte in unserem benutzten Auswahlkriterium ihren
Ursprung gehabt haben. Gewicht, GroRe oder der Kérperbau spielten keine Rolle bei der
Auswahl unserer Probanden. Dadurch kénnte es durch reinen Zufall zur Auswahl einer

Probandengruppe mit leicht erhéhter Fettmasse gekommen sein.

Es existieren allerdings auch andere Studien [79], die andere Referenzwerte fiir
Fettmasse, bzw. Fettfreie Masse angaben. Es kdnnte also Faktoren geben, die Einfluss
auf diese Durchschnittswerte nahmen. Zu diesen Faktoren kdnnte die unterschiedliche
Nationalitat der Probanden zdhlen. Bei den betrachteten Studien wurden namlich
Menschen aus unterschiedlichen Landern untersucht. Aulerdem gab es Unterschiede

was den Hersteller der Bioimpedanzanalyse-Gerate angeht.
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4.2 Studienaufbau

Die Studie bestand aus einem Basisassessment, der eigentlichen viertelstiindigen
Durchfiihrung des Fahrradergometertests und einer anschlieRenden zweistiindigen
Ruhephase. Wahrend der gesamten Durchfiihrung wurde insgesamt drei Mal vendses

Blut abgenommen.

4.2.1 Fahrradergometertest

Der Fahrradergometertest wurde auf eine Dauer von 15 Minuten festgelegt und ein
Stufenschema bis zu einer Maximalbelastung von 120 Watt angewandt. Der
Ergometertest wurde so gestaltet, dass dieses einheitliche Belastungsschema von
unterschiedlichen Probandengruppen absolviert werden konnte. Dies geschah im
Hinblick darauf, dass dieser Test in zukinftigen Studien auch auf dltere oder schwer
beeintrachtigte Personen angewandt werden soll. AuBerdem sollte herausgefunden
werden, ob auch so ein relativ kurzes Belastungsschema zu der erwiinschten

Veranderung der Myokin, bzw. Zytokin-Konzentrationen fiihren kann.

Allerdings fiihrte genau dieses Schema auch zu unterschiedlichen Reaktionen bei den
einzelnen Probanden. Die teilnehmenden Probanden hatten teilweise sehr
unterschiedliche Fitnesslevel. Das flihrte dann dazu, dass die subjektive Bewertung des
Belastungs- und Dyspnoeempfindens mittels BORG-Skala auch sehr unterschiedlich
erfolgte. Dabei wurde die Belastung von einigen als sehr leicht, von anderen hingegen

als sehr schwer empfunden.

Um eine moglichst einheitliche Reaktion auf ein Training zu erreichen, benutzen andere
Studien eine individuelle maximale Belastungsgrenze. Dabei wurde hdufig an einem
Termin vor der eigentlichen Durchflihrung des Tests die maximale Sauerstoffaufnahme
(VO2max) bestimmt. Die Festlegung der Belastung orientierte sich dann an einem
Prozentsatz von VOamax. [23-25, 80, 81] Dieses Modell widerspriache aber dem
Grundprinzip eines einfach durchzufiihrenden Tests, da es einen zweiten
vorangehenden Termin geben und aullerdem eine Spirometrie erfolgen misste.

Abgesehen davon konnte man auch mit dem in dieser Arbeit benutzten statischen
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Modell, trotz der Unterschiede in der subjektiven Einschatzung, eine Belastungsreaktion

des Korpers auslésen und nachweisen.

Nachweis einer Belastungssituation

Es konnte auf verschiedene Weise gezeigt werden, dass es zu einer Systemreaktion auf
die korperliche Belastung kam. Wahrend des Tests kam es bei allen Probanden zu einem
deutlichen Anstieg der Herzfrequenz und des Blutdrucks als direkte Reaktion des
kardiovaskularen Systems. AuRerdem konnte ein Anstieg der Lactatkonzentration und
Abfall der Glukosekonzentration als Reaktion auf die korperliche Betatigung beobachtet
werden. Des Weiteren fand sich eine Reaktion des hormonellen Systems, bei der es zu
einem deutlichen signifikanten Anstieg der Konzentration von Aldosteron 15 Minuten
nach der Belastung kam und diese dann nach der zweistiindigen Ruhephase noch unter
Ursprungsniveau abfiel, entsprechend der dann horizontalen Ko&rperposition der
Probanden. Dieser Anstieg ist auch schon in einer anderen Studie beschrieben worden,
bei der die maximale Aldosteron-Konzentration etwas zeitversetzt nach Beendigung der
Belastung nachgewiesen wurde. [66] Es ist zu vermuten, dass die Ausschiittung von
Aldosteron zur Blutdruckregulierung im direkten Zusammenhang mit der korperlichen
Betatigung und der aufrechten Kérperhaltung steht und noch 15 Minuten nach dieser
im Blut nachweisbar ist. Der Abfall unter Ausgangsniveau (Basalwert) hinab ldsst sich
womoglich durch die liegende Ruheposition und die gesunkenen Stresswerte erklaren.
Dafiir spricht auch der Abfall des ,Stresshormons” Kortisol. Dabei kam es zu einer
signifikanten Erniedrigung der Konzentrationen im Anschluss an die koérperliche
Betatigung. Dies betraf sowohl den 15 Minuten Wert, als auch den 120 Minuten Wert.
Diese Ergebnisse sind schliissig, wenn man bedenkt, dass die Probanden aus ihrem Alltag
heraus direkt an dieser klinischen Studie teilnahmen. Das wiirde den anfdnglich hoheren
Kortisol-Spiegel erklaren. Die zweistlindige Ruhephase im Anschluss sorgte dann im
Anschluss wohlmoglich fir die Erniedrigung von Kortisol. Einen direkten Anstieg von
Kortisol durch die Belastung konnten wir mit unserem Studienmodell nicht nachweisen.
Es kann sein, dass es zu diesem schon wahrend der Belastung gekommen ist, 15 Minuten

nach der Belastung aber nicht mehr nachweisbar war.
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4.2.2 Blutentnahme

Die Blutentnahmen erfolgten zu drei Zeitpunkten: vor (t0), 15 Minuten nach (t1) und
120 Minuten nach (t2) der Belastung. Nach der Abnahme wurden die Blutproben
aufrecht in einem passenden Probenstander aufbewahrt, zentrifugiert, das Serum
alliquotiert und in einem -80°C-Schrank eingefroren. Bei der Ausflihrung gab es jedoch
zum Teil logistische Schwierigkeiten, sodass die Zeit zwischen den einzelnen Schritten
von Probe zu Probe deutliche Unterschiede aufwies. Dabei kam es teilweise zu
Liegedauern von mehreren Stunden, was Einfluss auf die Konzentrationen von einigen

Biomarkern genommen haben kénnte.
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4.3 Biomarker in Ruhe

Um die Frage zu klaren, ob das Ausmall der basalen Sekretion der Myokine von
anthropometrischen Faktoren, sowie Werten des Trainingszustands und der
Bioimpedanzanalyse beeinflusst werden, wurde die Spearman Korrelation auf alle
Basalwerte der Biomarker mit den besagten Werten durchgefiihrt. Von den erhobenen
Werten ordneten wir die subjektiven Angaben zum Freizeitsportverhalten, die
Ruheherzfrequenz, die Angaben zur Borg-Skala, sowie die maximale Herzfrequenz dem
Trainingszustand zu. Ein guter Trainingszustand fiihrt zu einer niedrigen Herzfrequenz in

Ruhe und zu einer niedrigeren maximalen Herzfrequenz unter Belastung.

Flir Myostatin liel8 sich eine negative Korrelation (rs=-0,397; p=0,022) mit der absoluten
Skelettmuskelmasse finden. Das deckt sich auch mit der bestehenden Studienlage. [82]
Diese Korrelation fand sich allerdings nicht bei der absoluten und relativen

Muskelmasse.

Bei Follistatin fanden sich keine direkten Korrelationen. Follistatin-like-3 hingegen zeigte
deutliche Korrelation zu Werten, die auf den Trainingszustand hinweisen. Zwar fand sich
keine Korrelation zum Ausmald an Freizeitsportaktivitat, daflir aber Korrelationen zur
kardiovaskularen Werten. Eine niedrige Herzfrequenz korrelierte mit niedrigen
Konzentrationen von FSTL3 in Ruhe (rs=0,506, p< 0,01). Gegeben, dass FSTL3 in
grundlagenwissenschaftlichen Studien mit der endothelialen Funktion in Verbindung
gebracht wurde, konnte diese Zuordnung vor allem im Vergleich mit FST von Bedeutung

sein, das dann eher als Marker des Metabolismus gefiihrt werden kénnte. [50]

In dieser Studie konnte eine positive Korrelation zwischen dem Basalwert von IL-6 und
dem BMI gefunden werden (rs= 0,420; p=0,041). Dies lasst Vermutungen zu, dass dies
mit einem bei Ubergewichtigen, bzw. adipésen Menschen generell erhéhten
Inflammationslevel zusammenhéangt. Diese Vermutung lieB sich allerdings nicht durch
die Daten der BIA bekraftigen. Diese ergaben keine weiteren Korrelationen zwischen IL-
6 und der absoluten oder relativen Fettmasse. Fir die Basalwerte von IL-8 ergaben sich

keine Korrelationen.
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Bei den Klotho-Konzentrationen fanden sich Korrelationen mit Werten der
Bioimpedanzanalyse. Dabei stellte sich eine positive Korrelation zwischen den absoluten
Klotho-Konzentrationen und sowohl der absoluten (rs= 0,408 — 0,472; p<0,01), als auch
der relativen Fettmasse (rs= 0,449 — 0,508; p<0,01) heraus. Passend dazu fand sich eine
negative Korrelation zwischen Klotho und der relativen Fettfreien Masse (rs= -0,449 — -
0,508; p<0,01), sowie der relativen Muskelmasse (rs= -0,453 — -0,512, p<0,01). Diese
Korrelationen fanden sich im ganzen Verlauf der Studie, d.h. waren zu allen
Abnahmezeitpunkten nachweisbar. Das stellt die Frage auf, welche Rolle Fettgewebe in
der Regulation von Klotho hat. Laut einer Studie von Fan und Sun [83] ist Klotho an der
Proliferation und Differenzierung von Stammzellen des Fettgewebes beteiligt. Auf
dieses Thema soll aber in dieser Arbeit nicht genauer eingegangen werden und ware

Inhalt weiterer Studien.
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4.4 Biomarker nach Belastung

In der aktuellen Literatur wird der Muskel als ein endokrines Organ bezeichnet. [58] Der
Muskel reagiere auf koérperliche Belastung mit einer Ausschiittung einer groRen Anzahl
von Myokinen. Von dieser Annahme ausgehend, suchte man mit dieser Arbeit nach
einer Anderung in den Myokinkonzentrationen, ausgeldst durch eine kurze sportliche

Betatigung auf einem Fahrradergometer.

Diese konnte man allerdings in dieser Studie bei keinem der betrachteten Zyto-, bzw.
Myokine (MSTN, FST, FSTL3, IL-6, IL-8, Klotho) nachweisen. Dies lasst Zweifel
aufkommen, ob der Muskel als solches tatsachlich die Fahigkeit besitzt, innerhalb des
Beobachtungszeitraums von 2 Stunden auf einen relativ kurzen Reiz hin mit der

Ausschittung von Myokinen zu reagieren.

Es ware auch zu diskutieren, ob Muskelgewebe liber denselben Sekretionsmechanismus
verfligt wie endokrines Driisengewebe. Eine weitere Frage ware, von welchen Faktoren

die Sekretion dieser Myokine abhangig ist.

4.4.1 Funktionsweise klassischen endokrinen Gewebes
Eine Grundeigenschaft von endokrinem Gewebe ist die schnelle Reaktion auf einen
entsprechenden Reiz. Diese schnelle Reaktion beruht, je nach Hormongruppe, auf

unterschiedlichen Mechanismen.

Peptidhormone und biogene Amine werden nach der Synthese in Speichergranula
innerhalb der Zelle gespeichert und bei Bedarf durch Exozytose in die Blutbahn
abgegeben. Einen Sonderfall stellen Schilddriisenhormone dar, da diese in
extrazelluldren Follikeln als sog. Kolloid gespeichert werden und bei Bedarf wieder in die

Zelle aufgenommen und in die Blutbahn abgegeben werden.

Steroidhormone hingegen besitzen lipophile Eigenschaften, sind membrangangig und
konnen dementsprechend nicht in Speichergranula gelagert werden. In
steroidhormonproduzierende Zellen (wie z.B. in der Nebennierenrinde) wird die

Ausgangssubstanz (Cholesterin) in Lipidtropfchen gespeichert um daraus bei Bedarf
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schnell die entsprechenden Hormone zu synthetisieren. Dementsprechend sind diese
Zellen (v.a. Nebennierenrinde) mit einer ausreichenden Anzahl der dafir notwendigen
Zellorganellen und Enzymen ausgestattet. [2, 84] Genau das war an den in dieser Studie
erhobenen Werten fiir Aldosteron abzulesen. Dessen Synthese und Freisetzung ging so
schnell von statten, dass 15 Minuten nach der Belastung eine erhdhte Konzentration im

Blut nachweisbar war.

4.4.2 Endokrine Funktionsweise des Muskelgewebes

Bei denen von uns betrachteten Myokinen handelt es sich um Proteine. |hr
Sekretionsverhalten miusste sich dementsprechend dem der Peptidhormone dhneln.
Damit es dann zu einer dhnlich schnellen Ausschiittungsreaktion wie im hormonellen
System kommt, ware die Anwesenheit von praformierten sekretorischen Vesikeln im
Muskelgewebe von Noten. Die Exozytose dieser schon existierenden, Myokin-
enthaltenden Vesikel konnte man als primare Antwort bezeichnen. Existiert kein
bestehendes Myokin-Depot in der Zelle, erfordert die Reaktion des Muskelgewebes eine
Neusynthese der Myokine. Da es sich bei den Myokinen um Proteine handelt, muss
folglich erst die Transkription der entsprechenden Genabschnitte im Zellkern, der
Transport der mRNA zu den entsprechenden Zellorganellen und die anschlieffende
Synthese der Proteine erfolgen. Diesen Vorgang kénnte man als sekundare Antwort

bezeichnen. Diese Neusynthese bendtigt allerdings eine gewisse Zeit.

Generell gibt es in der Zellbiologie mehrere Wege der Sekretion von Kleinmolekiilen,
Polypeptiden oder miRNA durch eine Zelle. Kleinmolekiile kénnen durch entsprechende
Kandle die Zelle verlassen und dieser Vorgang ist auch einer Regulation durch z.B.
liganden-operierte Kandle zuganglich. Polypeptide missen in der Regel eine
sekretorische Sequenz enthalten, damit sie die Zelle auf dem Weg der so genannten
konstitutiven Sekretion (constitutive secretory pathway) verlassen kdnnen. Zellen
konnen aber auch Fracht (,,cargo”) in Vesikel verpacken und diese nach auBen abgeben,
so dass die Sekretion nicht unbedingt ein sekretorisches Signalpeptid benotigt. Vesikel

wiederum konnen einerseits der regulierten Sekretion (regulated secretory pathway)
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zugeordnet werden, dies wiirde einer endokrinen Regulation entsprechen, andererseits
aber auch der nicht endokrin regulierten Freisetzung. Den Unterschied macht das
Vorhandenen-Sein komplexer Sortierungs-Mechanismen aus, die man fiir die
verschiedenen Wege bendtigt. Definitiv konnte in Muskel- und in Knochenzellen das
Vorhandensein der Komponenten des regulierten Sekretionsmechanismus nicht
nachgewiesen werden. [85] In diesem Sinne sind also weder Muskel noch Knochen echte
endokrine Organe. Die nicht reguliert freigesetzten Vesikel konnen auf zweierlei Arten
entstehen. Sie kénnen durch Rekrutierung von Cargo-Molekiilen an die Zellmembran
und anschlieRende Vesikelfreisetzung erfolgen (budding) oder aber aus Endosomen
entstehen, die in multivesikuldaren Endosomen (multivesicular endosomes) gesammelt

werden und dann durch Membranfusion als Exosomen aus der Zelle geschleust werden.
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Abbildung 15 Sekretionsmechanismen

Abbildung freundlicherweise bereitgestellt durch Prof. Dr. med. F. Jakob, Uni Wirzburg

Was die Regulierbarkeit der Freisetzung der Mikrovesikel und der Exosomen angeht, so
besteht eine Hypothese darin, dass Kalzium-Einfluss in die Zelle den Mechanismus der
Freisetzung triggern kann. Diese Form der Freisetzung kdme als addquater Reiz der

Freisetzung durch korperliche Betatigung in Frage, bleibt aber dennoch zu beweisen.
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DemgemaR brauchte es zwei Voraussetzungen um eine trainingsinduzierte Freisetzung
zu bewirken. Es miissten ausreichend viele Mikrovesikel fiir das Budding in kiirzester
Zeit gebildet werden oder aber genligend praformierte Vesikel in multivesikuldren
Endosomen verpackt vorliegen, die dann aus der Zelle auch akut ausgeschleust werden
konnten. Fiir den letzteren Weg kdnnte sprechen, dass man immunreaktive Vesikel fir
IL6 in der Zelle identifiziert hat, die nach einer korperlichen Belastung depletiert
gefunden wurden. [86] Somit konnten nach aktuellem Wissenstand wurden
praformierte Vesikel und damit die Fahigkeit einer primaren, schnellen Antwort, nur flr
Interleukin 6 nachgewiesen werden. [87] Dessen Sekretionsverhalten ldsst sich aber
nicht zwangslaufig auf das anderer Myokine Ubertragen. Sind keine praformierten
Vesikel vorhanden, bleibt fiir diese Myokine nur der Weg der sekundaren Antwort und
das Einfuttern in den Pfad der konstitutiven Sekretion, was einer langfristig tonischen
Antwort auf wiederholte Trainingsreize entsprechen wiirde. Das wiirde bedeuten, dass
man die Wirkung von Training auf den Konzentrationsspiegel der Myokine erst nach
ihrer Neusynthese und Ausschittung im Blut nachweisen kann. So eine
Proteinneusynthese dauert in etwa 4 Stunden und mehr. Das ware auch eine Erklarung
dafir, warum in dieser Arbeit keine Veranderung der Myokin-Konzentrationen

innerhalb des Beobachtungszeitraums nach Belastung nachweisbar waren.

4.4.3 Einzelne Biomarker
Die einzelnen Biomarker werden von unterschiedlichen Faktoren beeinflusst. Auf diese

wird in diesem Kapitel genauer eingegangen.

4.43.1 MSTN/ FST/ FSTL3

Myostatin hat als negativer Regulator fiir die Muskelmasse eine Art Sonderrolle unter
den betrachteten Myokinen. Um einen positiven Effekt auf die Muskelmasse zu haben,
miusste dementsprechend die Myostatin-Konzentration sinken, bzw. Myostatin
inaktiviert werden. Dieser Abfall der MSTN-Konzentration als Reaktion auf ein

korperliches Training konnte auch schon in verschiedenen Studien nachgewiesen
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werden. Diese Studien unterschieden sich aber deutlich in verschiedenen Kategorien

von der vorliegenden Arbeit.

Zum einen gab es Unterschiede, was das Ausmal des korperlichen Trainings anging.
Haufig wurde der Einfluss eines mehrwdchigen Trainingsprogramms untersucht und
nicht, wie in unserer Studie, die Reaktion auf eine kurze einmalige Belastung. Zum
anderen unterschied sich die Art der Gewebeproben. Viele Studien beschaftigten sich
nur mit der Genexpression von MSTN im Muskelgewebe, bestimmten also die MSTN-
mRNA Konzentration aus Muskelbiopsien. [22, 26, 81, 88-90] Die anderen Studien

bezogen sich, wie auch unsere Studie, auf die Myostatin-Werte im Serum. [91, 92]

Es fanden sich auRerdem nur sehr wenige Studien, die den Einfluss von einer kurzen,
einmaligen Belastung auf den Myostatin-Serumspiegel untersuchten. Kazemi [91]
konnte einen Abfall der Myostatin-Konzentration im Serum nach 24 Stunden
nachweisen. Der friiheste Nachweis von einem Myostatin-mRNA-Abfall in einer
Muskelbiospie lieferte Schwarz et al. [93] 45 Minuten nach der Belastung. Dies kdnnte
bedeuten, dass eine kurze einmalige Belastung zwar zu einer Reduktion der Myostatin-
Synthese fihrt, diese aber erst nach einer gewissen Zeit im Serum nachweisbar ware,
entsprechend einer individuellen Halbwertszeit des jeweiligen Zielproteins. Dies deckt
sich mit unseren Erkenntnissen, dass es zu keiner Veranderung der Konzentrationen

innerhalb von zwei Stunden nach einer kérperlichen Belastung kommt.

Eine erhohte Expression von Follistatin oder Follistatin-like-3 fihrt im Gegensatz zu
Myostatin zu einer Erh6hung der Muskelmasse. Dieser Effekt beruht unter anderem auf

der Inaktivierung von Myostatin durch Bindung an FST, bzw. FSTL3. [48, 94]

In dieser Studie konnten wir keine Anpassungsreaktion von FST oder FSTL3 nachweisen.
Anderen Studien gelang es, einen Anstieg von FST nach korperlichem Training im Blut
nachzuweisen. [23-25, 95] Diese Studien unterschieden sich mit der von uns
durchgefihrten Studie in Hinblick auf die Trainingsbelastung. Im Gegensatz zu unserer
kurzen viertelstiindigen Belastung dauerte diese einmalige Belastung mindestens 30

Minuten [25] bis zu 3 Stunden. [23]
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Ein weiterer Grund, warum wir keine einheitliche Reaktion von FST nachweisen
konnten, kdnnte an der Regulation des Glukosespiegels liegen. Hansen et al. [24, 45]
beschrieben, dass FST vor allem in der Leber synthetisiert wird und seine Ausschiittung
stark von der Regulation des Glukosehaushalts, insbesondere von der Insulin- und
Glukagonausschiittung, abhdngt. Unsere Probanden hatten zwei Stunden vor der
Untersuchung nichts mehr gegessen und keine Getranke auBer Wasser zu sich
genommen. Der Test fand allerdings zu verschiedenen Zeitpunkten am Tag statt, sodass
die Mahlzeiten vor diesen zwei Stunden sehr unterschiedlich ausgefallen sein kénnen.
Das zeigte sich auch im Basalwert des Glukosespiegels, der sich zwischen 3,36 mmol/I
und 6,00 mmol/l lag. Es ware also denkbar, dass diese Nahrungsaufnahme noch Einfluss

auf die Regulation des Zuckerhaushalts und damit auf die Sekretion von FST hatte.

FSTL3 zeigte sich in unserer Studie als ein sehr konstanter Parameter. Die
Veranderungen der FSTL3-Konzentration als Reaktion auf korperliches Training
erwiesen sich als sehr gering und nicht signifikant. Wir hatten gehofft, mit FSTL3 einen
Parameter zur Detektion von Anpassungsreaktionen zu finden, dessen Spiegel von
weniger Faktoren beeinflusst wird als z.B. FST. Bisher wurde fiir FSTL3 auch noch keine
Beeinflussung der Konzentration durch die Blutzuckerregulation beschrieben. Einige
Studien konnten eine Reaktion auf eine kérperliche Belastung nachweisen. [25, 89, 96]
Dabei fand sich ein Anstieg von FSTL3-mRNA im Muskel nach zwei Stunden [89], aber
erst nach 24 Stunden im Serum. [96] Perakakis et al. [25] konnten eine Erhéhung des
Serumspiegels von FSTL3 direkt nach dem Training nachweisen, allerdings normalisierte
sich der FSTL3-Spiegel wieder nach einer Stunde. Nicht auszuschlieBen ware, dass sich
die FSTL3-Konzentration innerhalb kiirzester Zeit wieder normalisiert hat und schon bei
unserem Messzeitpunkt 15 Minuten nach der Belastung nicht mehr nachweisbar war.
AulRerdem fanden Perakakis et al. einen Unterschied im Ausmald der Reaktion, wenn
man verschiedene Trainingsschema anwandte. Das konnte bedeuten, dass fiir FSTL3
zwar eine primare, schnelle Antwort existiert, diese aber nur sehr kurz nachweisbar ist.
AuBerdem kommt es nach einer gewissen Zeit zur sekunddren Antwort der
Anpassungsreaktion. Mit unserem Studienmodell konnten wir allerdings weder die

primare, noch die sekundare Antwort nachweisen.
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Es wurde schon mehrfach beschrieben, dass eine Wirkweise von FST und FSTL3 die
Inaktivierung von Myostatin ist. Dabei bindet sowohl FST, als auch FSTL3 an MISTN, was
einen Wirkverlust von MSTN zur Folge hat. Man konnte vermuten, dass sich diese
Beziehung auch in den Messwerten niederschlagt. Tatsachlich konnte man in dieser
Arbeit keine direkten Korrelationen zwischen den absoluten Werten von Myostatin,
Follistatin und Follistatin-like-3 finden. Es ware denkbar, dass unsere durchgefihrten
ELISAs sowohl ungebundenes FST, FSTL3 und MSTN, als auch den FST-MSTN-Komplex,

bzw. FSTL3-MSTN-Komplex nachweisen konnten. Dies wurde bisher noch nicht getestet.

Interessanterweise konnten wir eine leichte negative Korrelation (rs= -0,349; p=0,046)
zwischen dem FST- Basalwert und der prozentualen Anderung von Myostatin zum
Zeitpunkt t1 nachweisen. Zusatzlich dazu zeigten sich signifikante positive Korrelationen
zwischen der prozentualen Anderung der MSTN-Konzentration zum Zeitpunkt t1 und
der prozentualen Anderung der FST-Konzentrationen zum Zeitpunkt t1 (rs=0,422;
p=0,016), sowie zum Zeitpunkt t2 (rs=0,481; p= 0,005). Dies kdnnte bedeuten, dass die
Reaktion von MSTN auf kérperliches Training sowohl direkt von der FST-Konzentration,
sowie von dessen Reaktion auf kdrperliches Training beeinflusst wird. Nattrlich kénnte

dies auch umgekehrt der Fall sein.

4.43.2 IL-6/IL-8

Interleukin 6 ist eines der am besten erforschten Myokine. Fir IL-6 konnte schon
mehrfach eine akute Ausschiittung als Reaktion auf kdrperliches Training nachgewiesen
werden. Studien konnten zeigen, dass die Muskulatur Ursprung dieser Ausschiittung ist,
indem die Differenz zwischen vendsen und arteriellen Blut des beanspruchten Muskels
untersucht wurde. [97, 98] Lauritzen et al. [87] konnten aullerdem mit IL-6
angereicherte Vesikel im ruhenden Muskel von Mausen nachweisen. Nach korperlicher
Belastung kam es zu einer signifikanten Reduktion der Anzahl dieser Vesikel. Das lasst
den Riickschluss zu, dass der Muskel in der Lage ist, wahrend einer Belastung IL-6 aus

diesen praformierten sekretorischen Vesikeln auszuschiitten. Dieser Vorgang geschieht
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in einem solchen AusmaR, dass man eine Erhéhung des Interleukin 6-Spiegels auch im
peripheren Blut finden konnte. [27-30] In unserer Studie konnte diese Erhéhung in der
Gesamtpopulation allerdings nicht nachgewiesen werden. Das konnte verschiedene

Ursachen haben.

IL-6 soll einen grofRen Einfluss auf die Energieversorgung der arbeitenden Muskulatur
haben. Darunter fallt die Regulierung der Glukoseaufnahme und des Glykogen- und
Fettmetabolismus. [99-101] Eine akute Anpassung an einen bestehenden
Energiemangel erfordert also eine schnelle Reaktion, was die Prasenz der praformierten
sekretorischen Vesikel erklaren wirde. Allerdings wird die systemische
Energiemobilisierung, d.h. eine Glukoseausschittung aus der Leber, erst benétigt, wenn
die Energiereserven des Muskels erschopft sind. Das geschieht nach ca. 10-15 Minuten
Belastung, wenn das im Muskel gespeicherte ATP und das Kreatininphosphat, sowie der
eigene Glykogenspeicher verbraucht ist. [102, 103] Es ware also denkbar, dass IL-6 erst
beim Versiegen der muskeleigenen Energiereserven sezerniert wird. Der genaue
Zeitpunkt, wann das passiert, konnte dementsprechend von verschiedenen
individuellen Faktoren, wie zum Beispiel dem Status der muskeleigenen Energiereserven
[104] oder dem aktuellen Blutzuckerspiegel, beeinflusst werden. Das wiirde auch
erklaren, warum wir in unserer Studie nur bei einem Teil der Probanden einen Anstieg

von IL-6 beobachten konnten.

Fischer [101] konnte auBerdem zeigen, dass eine trainingsinduzierte Interleukin 6
Ausschittung stark von der Dauer, aber auch von der Intensitat der Belastung abhangt.
Es konnte also in unserer Studie der Fall sein, dass die kurze viertelstiindige Belastung

einfach nicht ausreichend war, um bei allen Probanden eine IL-6-Sekretion auszultsen.

Des Weiteren ware denkbar, dass der Ergometertest zwar zu einer Ausschiittung von IL-
6 fuhrte, dieser aber so gering ausfiel, dass er im peripheren Blut nicht mehr
nachweisbar war. Nachdem man beim Fahrradfahren v.a. die Muskulatur der unteren
Extremitaten benutzt, konnte man moglicherweise eine Erhohung der IL-6-
Konzentration in den ableitenden Venen nachweisen. Bei einer Blutentnahme in der in

der Ellenbeuge kdnnen dann kleine Sekretionsmengen nicht nachgewiesen werden.
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Man kann abschlieRend sagen, dass unser Fahrradergometertest in seiner Form nicht in
der Lage ist eine einheitliche Reaktion der IL-6-Sekretion unter unserer

Studienpopulation auszul6sen.

Far Interleukin 8 konnte Bisher schon mehrfach eine trainingsinduzierte Ausschiittung
ins Blut nachgewiesen werden. Allerdings fand sich dieser Anstieg bisher vor allem bei
langerem, erschopfendem Training. [105-108]. Moderates Training flihrte nicht zu einer
Erhéhung des Plasma-IL-8-Spiegels, allerdings konnte eine Erhéhung der IL-8-mRNA im
Muskel nachgewiesen werden. [104] Das Belastungsschema unserer Studie stellte sich
im Vergleich mit bisher durchgefiihrten Studien kirzer und weniger intensiv dar. Das
wirde erklaren, warum wir keine IL-8-Veranderung im Serum beobachten konnten. Ob
unsere viertelstiindige Belastung ausgereicht hat, um eine lokale, parakrine
Ausschiittung zu verursachen, konnte in dieser Studie nicht geklart werden und bedarf

weiterer Untersuchung.

4.4.3.3 Klotho

Klotho gilt als Jugendlichkeitshormon und hat dhnliche Effekte auf den Koérper wie
kérperliches Training. Einen guten Uberblick tiber den dhnlichen Einfluss von Klotho und
korperlicher Betatigung auf beispielsweise den Knochenmineralgehalt, auf die
Regenerationsfahigkeit von Gewebe oder die Angiogenese haben Avin et al. [31] inihrer
Arbeit gut zusammengefasst. Andere Studien konnten auch einen direkten
Zusammenhang zwischen der Klotho-Konzentration im Blut und kérperlicher Belastung
nachweisen. [32, 109, 110] Dabei stieg der Klotho-Spiegel im Serum teilweise direkt nach
einer korperlichen Belastung nachweisbar an. In unserer Studie konnte dieser Anstieg

nicht nachgewiesen werden.

Dies konnte auf den unterschiedlichen Trainingszustand der Probanden zuriickzufiihren
sein. Avin et al. [31] konnten die Anpassungsreaktion auf eine kurze Belastung erst nach
einem 12-wochigen Trainingsprogramm nachweisen. Vor diesem Trainingsprogramm

fand sich diese Reaktion nicht. Das ldsst vermuten, dass ein guter Trainingszustand zu
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einer (erhohten) Ausschittung fiahrt. Unsere Daten sprechen allerdings fir das
Gegenteil. In unserer Studie wurde der Trainingszustand mit der Erfassung des
Freizeitsportverhaltens mittels MET-Minuten, bzw. MET-Stunden erfasst. Dort zeigte
sich erstaunlicherweise eine negative Korrelation zwischen der Klotho-Anderung zum
Zeitpunkt t1 und der Summe aller MET-Minuten (rs= -0,406; p= 0,019). Passend dazu
fand sich in unserer Studienpopulation, eine negative Korrelation der basalen Klotho-
Konzentrationen und der relativen Muskelmasse. Klotho-Shedding in der Niere wird
durch die Proteasen ADAM10 und 17 ausgefiihrt. Zumindest fiir die Maus mit Diabetes
wurde nachgewiesen, dass korperliches Training die Aktivitat dieser ,Sheddasen”
hemmt und so die Freisetzung von Klotho von der Zelloberflaiche vermindert. Wiirde
man diese Phanomene auf den Menschen lbertragen kénnen, ware damit eine Spur der

Plausibilitat gefunden, der man in zuklinftigen Studien folgen kénnte [111]
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4.5 Limitationen
Bei der Betrachtung der Studie musste man einige Gesichtspunkte beriicksichtigen, die
Einfluss auf die Ergebnisse gehabt haben kdonnten. Diese werden in diesem Kapitel

nochmal zusammengefasst.

4.5.1 Probandenklientel

Die Auswahl der Probanden erfolgte nicht rein zufallig, sondern aus dem Bekanntenkreis
des Durchfihrenden. Ein Hinweis darauf, das Alter betreffend, fand sich in den
anthropometrischen Daten. Sehr heterogen stellte sich die Studienpopulation im
Hinblick auf den Trainingszustand dar. Das alles konnte moglicherweise auch die
Konzentrationen der Zyto-, bzw. Myokine oder deren Anpassungsreaktion beeinflusst
haben. Sofern dieser Punkt eine ausschlaggebende Rolle gespielt haben kdnnte, wird er
in einer bereits laufenden Folgestudie Uberpriift werden kdnnen, in der ein dhnliches

Kollektiv, allerdings mit einer sehr viel homogeneren Trainingsleistung, untersucht wird.

4.5.2 Studiendurchfiihrung

Ein weiterer Faktor konnte die Nutzung eines festgelegten, einheitlichen
Belastungsschemas sein. Dieses Schema flihrte dazu, dass dieser Test von den
Probanden als unterschiedlich anstrengend empfunden wurde und es zu
unterschiedlichen starken kardiovaskularen und metabolischen Anpassungsreaktionen
kam. Moglicherweise kam es dadurch auch zu einer Beeinflussung der Zyto-, bzw.

Myokinreaktion.

Das Blutentnahmeschema konnte auch Einfluss genommen haben. Bei unserer Studie
haben wir uns fir drei Blutentnahmen entschlossen. Eine fand vor, eine 15 Minuten
nach und die letzte 120 Minuten nach der Belastung statt. Dadurch konnten wir keine
Anderungen nachweisen, die méglicherweise direkt nach der Belastung stattfand. Auch
ein Nachweis einer Belastungsreaktion im Anschluss an die zweistiindige Ruhephase

konnten wir mit unserem Studienmodell nicht erfassen.
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Ein weiterer Gesichtspunkt ware das Handling der Blutproben. Dabei kam es zum Teil zu
deutlichen Abstanden zwischen den einzelnen Bearbeitungsschritten. AuRerdem ist ein
Einfluss des Transports zwischen den einzelnen Einrichtungen nicht auszuschliellen. Eine
im Jahr 2017 durchgefiihrte Studie kam zum Ergebnis, dass einige Zytokine, darunter
auch die von uns betrachteten Interleukine 6 und 8 durch lange Lagerungszeiten
beeintrachtigt werden. [77] Dadurch kénnte auch die teilweise sehr hohe Varianz der
einzelnen IL-6 und IL-8-Werte erklart werden. Ob die unterschiedlichen Lagerungszeiten
in unserer Studie direkt zu einer Veranderung der Zytokin-, bzw. Myokin-
Konzentrationen geflihrt hat, konnte man in dieser Arbeit nicht nachweisen, aber auch
nicht ausschlieBen. Um diesen Storfaktor auszuschliefRen, ware es fir zukiinftige Studien

ratsam, eine einheitliche Lagerungsform und -dauer zu etablieren.
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4.6 Ausblick

Die durchgefiihrte Studie galt als Startpunkt fiir eine groBer angelegte Studienreihe, bei
dem der Fahrradergometertest bei unterschiedlichen Studienpopulationen
durchgefihrt werden sollte. Dadurch sollen mogliche Unterschiede der
Anpassungsreaktionen zwischen verschiedenen Probandengruppen untersucht werden.
Diese anderen Studien beschaftigen sich mit Leistungssportlern oder alteren

sarkopenen Mannern.
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5 Zusammenfassung

Der menschliche Kérper muss sich durchgehend an dulRere Einfliisse anpassen. Ganz
besonders betrifft dies das muskuloskelettale System. Unter Belastung wird Knochen
fester und widerstandsfahiger, im Muskel kommt es zur GroéRenzunahme und
Kraftsteigerung. Dieser Mechanismus ist zwar vielen bekannt, allerdings bisher nicht

vollstandig verstanden.

In den letzten Jahren gab es immer wieder Arbeiten dazu, dass das betroffene Gewebe
selbst diese Anpassungsreaktion auslost. Denkbar ware das unter anderem durch
mechanoresponsive Elemente in den Zellen, die die auf sie wirkende Kraft registrieren
und Anpassungsreaktionen auslésen kdnnen. Ein moglicher Weg zur Induktion der
Anpassungsvorgange ist die Ausschittung von hormonell aktiven Proteinen. Diese
Zytokine, bzw. Myokine (aus Muskelgewebe) fiihren dann im Kérper unter anderem zu
oben genannten Verdanderungen. Die in dieser Arbeit betrachteten Zyto-, bzw. Myokine

sind Myostatin, Follistatin, Follistatin-like-3, Interleukin 6, Interleukin 8 und Klotho.

Zur Detektion einer direkten Ausschiittung dieser Substanzen wurde von uns eine
klinische Studie durchgefiihrt. Diese bestand aus einer Bioimpedanzanalyse, einem
Fahrradergometertest und einer anschlieBenden zweistlindigen Ruhephase. In dieser
Zeit wurde den Probanden mehrmals Blut abgenommen. Anschlielend wurde die
Konzentrationen der Biomarker zu den unterschiedlichen Zeitpunkten (davor; 15min

n.B.; 120min n.B.) mittels ELISA bestimmt.

Entgegen der Erwartungen konnte diese Studie keine signifikante Anderung der
betrachteten Biomarker innerhalb der beobachteten Zeit nachweisen. Dies wirft Fragen
beziiglich des Ausschiittungsmechanismus oder den Ausschiittungsbedingungen auf.
Nach unserer Theorie hat insbesondere der Muskel nicht die Fahigkeit einer primaren
Antwort, d.h. einer direkten schnellen Sekretion von Myokinen als Reaktion auf einen
Reiz hin, es sei denn es lieBe sich nachweisen, dass der trainingsinduzierte
Kalziumeinstrom in die Zelle ein adaquater Reiz fiir die Sekretion extrazelluldrer Vesikel
ist, die mit einer entsprechenden Fracht (cargo) beladen sind. Fir miRNAs ist dies einer

der zukunftstrachtigsten Wege, Riickschliisse auf den belasteten Muskel und vielleicht
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auch den Trainingszustand zu ziehen. Eine sehr groBe Bedeutung konnte der sekundaren
Antwort zukommen, d.h. einer veranderten Syntheseaktivitdt, die zu einer erhéhten
tonischen Sekretion nach Neusynthese der Myokine fiihrt. Eine Erhéhung deren
Konzentrationen im Blut ware dementsprechend erst nach einer gewissen Zeit
nachzuweisen. Wahrscheinlich kam es bei unseren Probanden zu dieser Erhéhung nach

dem Beobachtungszeitraum von zwei Stunden.

Die durchgefiihrte Studie gilt als Startpunkt fir eine groRRer angelegte Studienreihe, bei
dem der Fahrradergometertest bei unterschiedlichen Studienpopulationen
durchgefihrt werden sollte. Dadurch sollen mdgliche Unterschiede der
Anpassungsreaktionen zwischen verschiedenen Probandengruppen untersucht werden.
Diese anderen Studien beschaftigen sich zunadchst mit Leistungssportlern oder alteren

sarkopenen Mannern.
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6 Verzeichnisse

6.1 Abkiirzungsverzeichnis

A

abs absolut

AMP Adenosinmonophosphat

ASMM appendikuldre skeletale Muskelmasse
ASMI appendikularer skeletaler Muskelmassen-Index
ATP Adenosintriphosphat

B

BCM engl. body cell mass/ dt. Kérpermasse
BCMI Kérpermassenindex

BMI engl. Body Mass Index

D

DHEA Dehydroepiandrosteron

DHEAS Dehydroepiandrosteron-Sulfat

DIA diastolischer Blutdruck

E

ECW Extrazellulares Wasser

EKG Elektrokardiogramm

ELISA engl. Enzyme-Linked Immunosorbent Assay
F

FFM Fettfreie Masse

FFMI Fettfreie Massen- Index

FM Fettmasse

FMI Fettmassen-Index

FST Follistatin

FSTL3 Follistatin-like-3
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GPAQ engl. Global Physical Activity Questionnaire
H

h engl. hour(s)/ dt. Stunde(n)
HF Herzfrequenz

I

IL-6 Interleukin 6

IL-8 Interleukin 8

IQA Interquartilsabstand

K

KL Klotho

L

Lac Lactat

M

M Mittelwert

MAD Mittlerer arterieller Druck
Max Maximum

Mdn Median

MET Metabolisches Aquivalent
Min Minimum

MM Muskelmasse

MMI Muskelmassen-Index
mRNA engl. messenger ribonucleic acid/ dt. Boten- Ribonukleinsaure
MSTN Myostatin

N

N Anzahl

n.B. nach Belastung

n.s. nicht signifikant
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OZMF

PhA

rel
RR
RRoia
RRsvs

S/min
SD
SMM
SMI
sO2

TBW

U/min

Vv

VOamax

Orthopadisches Zentrum fir Muskuloskelettale Forschung

engl. phase angle/ dt. Phasenwinkel

relativ
Blutdruck
Diastolischer Blutdruck

Systolischer Blutdruck

Schldge pro Minute (Herzfrequenz)

engl. standard deviation/ dt. Standardabweichung
Skelettmuskelmasse

Skelettmuskel-Index

Sauerstoffsattigung

engl. total body water/ dt. Gesamkorperwasser

Umdrehungen pro Minute

maximale Sauerstoffaufnahme
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7 Anhang

Anhang 1 Versuchsaufbau: Ubersichtsgrafik, zu welchem Zeitpunkt die verschiedenen Messungen vorgenommen
wurden
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Anhang 2 Ausschlusskriterien: Bei einem zutreffendem Ausschlusskriterium wurde der
Proband von der Teilnahme ausgeschlossen

e Instabile Angina pectoris-Beschwerden und trainingsinduzierte A.p.

e Schwerer Schwindel

e Unkontrollierter Diabetes mellitus

e Knochenbruch in den letzten 12 Wochen

e OP an den Extremitdten in den letzten 6 Wochen

e Akuter Herzinfarkt in den letzten 6 Monaten

e  Symptomatische Herzrhythmusstérungen und/oder eingeschrankte
Pumpfunktion

e  Hohergradiger AV-Block

e Dokumentierte Herzklappenprobleme (Insuffizienz oder Stenose)

e Herzinsuffizienz

e  Akute Myokarditis/Perikarditis

e Hypertrophe Kardiomyopathie oder andere Einschrankung der
Ausflussbahn des Herzens

e Unkontrollierter arterieller Bluthochdruck (>200 mmHg SYS, >110
mmHg DIA)

e Thrombembolien in den letzen 3 Monaten

e  Symptomatische schwere Aortenstenose

e  Symptomatische oder dokumentierte Stenose von peripheren Arterien

e Dokumentierte arterielle Aneurysmen

e Akute Aortendissektion

e Schweres Asthma bronchiale

e Akute Lungenembolie in den letzten 6 Monaten

e Akute Infektion

e Sonstiges Risiko, das gegen die Teilnahme am Test spricht




Anhang 3 Abbruchkriterien: Beim Auftreten einer der Kriterien, kam es zum Abbruch des

Fahrradergometertests

Herzfrequenz Gber Maximaler Hf (220 — Alter)

Blutdruckabfall >10 mmHg (im Vergleich zum Basalwert)

Hypertensive Dysregulation (symptomabhéngig)

(subjektive) Erschopfung des Probanden

Pedalfrequenz unter 50 U/min flr tGber 30 Sekunden

Angina pectoris Symptome

Schwere Dyspnoe

Zyanose (klinisches Zeichen fiir ungeniligende Durchblutung)

EKG-Veranderungen:

o

o

@)

@)

ST-Senkung >=3mm

ST- Hebung >= 1mm

Uber 30 Sekunden andauernde ventrikuldre Tachykardie
Polymorphe Extrasystolen, pairs, bursts
Supraventrikulare Tachykardie

Bradyarrhythmie

Leitungsstérungen (AV-Block, Schenkelblock)

Technische Schwierigkeiten (z.B. defektes EKG-Gerat)
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